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1 Einleitung 
Als Ursache ischämischer Schlaganfälle nehmen Dissektionen der extrakraniellen, 
hirnversorgenden Gefäße insbesondere bei jungen Patienten eine bedeutende Rolle ein. 
In dieser Arbeit wird ein ursächlicher Zusammenhang von Dissektionen und 
funktionellen Polymorphismen im Promotorbereich von Matrixmetalloproteinasen 
untersucht. 
1.1 Dissektionen  
1.1.1 Blutversorgung des Gehirns 
Die Blutversorgung des Gehirns erfolgt extrakraniell zum einen durch die in Höhe des 
4.-5. Halswirbels aus der Arteria carotis communis hervorgehende Arteria carotis 
interna, die ohne weitere Äste abzugeben, in den Canalis caroticus der Schädelbasis 
eintritt und den Circulus arteriosus cerebri speist. Zum anderen wird das Gehirn durch 
die Arteria vertebralis versorgt. Diese entspringt beidseits aus der A. subclavia und 
steigt zunächst durch die Foramina processus transversi zum Atlas auf. Sie zieht hinter 
der Massa lateralis nach medial und dringt durch die Membrana atlantooccipitalis 
posterior in den Subarachnoidalraum ein, wo sie sich mit der Arteria vertebralis der 
Gegenseite zur Arteria basilaris vereinigt [8]. 
1.1.2 Lokalisation von Dissektionen 
Die meisten Dissektionen der hirnversorgenden Gefäße werden distal der Karotisgabel 
bis zum Eintritt der Gefäße in die Schädelbasis sowie in den distalen Abschnitten der 
Vertebralarterien beobachtet.  
Insbesondere Stellen, an denen die Arterien an knöchernen Strukturen fixiert sind, sind 
Prädilektionsstellen für das Auftreten einer Dissektion. Für die Vertebralarterien sind 
insbesondere die Atlasschlinge im Rahmen einer traumatischen Dissektion und die 
initiale Eintrittsstelle in die Foramina transversaria der Halswirbelkörper als häufige 
Lokalisationen einer Dissektion zu nennen. Dissektionen treten seltener extrakraniell im 
Halsbereich auf. Zumeist liegt der Gefäßwandeinriss im Verlauf der Arterie in der 
Schädelbasis. 
Seltener sieht man Dissektionen der weiter distal gelegenen intrakraniellen 
Arterienanteile, wie zum Beispiel der Carotis-T-Gabel oder dem Abschnitt der Arteriae 
vertebralis unmittelbar vor Vereinigung zur Arteria basilaris [37]. 
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1.1.3 Pathologie 
Die Arterienwand ist aus drei Schichten aufgebaut, der Tunica intima, der Tunica 
muscularis und der Tunica adventitia. Unter einer Dissektion versteht man eine 
Einblutung in die dreischichtige Gefäßwand, wobei zwei Pathomechanismen 
beschrieben werden. Zum einen kann es durch einen Einriss in der Intima des Gefäßes 
zur Ausbildung eines intramuralen Hämatoms innerhalb der Tunica media kommen. 
Zum anderen kann eine Ruptur eines Vas vasorum mit nachfolgender Einblutung in die 
Arterienwand vorliegen. In diesem zweiten Fall bleibt die Lamina intima intakt. In 
beiden Fällen kann sich das entstehende Hämatom in Richtung der Tunica intima oder 
in Richtung der Tunica adventitia ausbreiten. Eine subintimale Ausdehnung kann zu 
einer Lumenobstruktion und zum vollständigen Verschluss des Gefäßes führen. Die 
Obstruktion kann in seltenen Fällen zu Zirkulationsstörungen mit konsekutiven 
hämodynamischen Ischämien im betroffenen distalen Gefäßabschnitt führen. Zudem 
besteht an der Stelle des Gefäßwandeinrisses die Gefahr einer Thrombusbildung, mit 
nachfolgender Embolisierung in distal gelegene Gefäßabschnitte. Hierdurch kann es 
ebenfalls zu lebensbedrohlichen zerebralen Ischämien kommen. Bildet sich das 
Hämatom in Richtung Adventitia aus, kann es zur Bildung eines Pseudoaneurysmas mit 
der möglichen Folge einer Blutung kommen [37]. 
1.1.4 Klinik 
Im Rahmen einer Dissektion treten klinisch initial häufig ipsilaterale Hals- Kopf- oder 
Nackenschmerzen auf, die teilweise pulsierenden Charakter haben. Teilweise werden 
auch retroorbitale Schmerzen angegeben. Desweiteren werden bei einer Dissektion der 
Arteria carotis in 30% der Fälle ein ipsilaterales Horner-Syndrom, sowie in 20% der 
Fälle ipsilaterale Hirnnervenausfälle mit pulsatilem Tinnitus, Schluckstörungen oder 
einseitiger Parese der Zunge beschrieben. Die Symptomatik wird durch eine 
Druckschädigung der Chorda tympani sowie der Nervi lingualis, facialis, accessorius 
oder hypoglossus durch das sich ausbildende Hämatom erklärt. 
In 20% der Fälle wird das Bild einer transitorischen ischämischen Attacke beobachtet. 
Im Verlauf kann es zu zumeist arterio-arteriell-embolischen ischämischen Hirninfarkten 
kommen [29]. 
1.1.5 Diagnostik 
Für die Diagnose einer Dissektion stehen an bildgebenden Verfahren die Doppler- und 
Duplexsonographie, die Magnetresonanztomographie und Magnetresonanzangiographie 
sowie die Substraktionsangiographie zur Verfügung. Dopplersonographisch lässt sich 
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eine Dissektion indirekt über eine Strömungsbeschleunigung, sowie durch das 
„Schwapp-Phänomen“, ein bidirektionales Signal bei alternierendem Fluss, nachweisen. 
Das Schwapp-Phänomen ist jedoch nicht in allen Fällen spezifisch für eine Dissektion. 
In der B-Mode-Untersuchung können intraluminale Membranen und spitz zulaufende 
Stenosen dargestellt werden. Im MRT kann das Wandhämatom ab dem 2.-3. Tag in den 
transversalen Schnitten dargestellt werden. In der MR-Angiographie ist der 
Gefäßverschluss mit der typischen zipfeligen Kontur und nachfolgend kollabiertem 
distalem Gefäßlumen darstellbar. Auch der Intimaeinriss oder das ggf. aufgetretene 
Pseudoaneurysma kann dargestellt werden. Mittels der digitalen 
Substraktionsangiographie ist eine genauere Darstellung möglich, jedoch ist die hohe 
Strahlenbelastung und die Invasivität der Methode zu bedenken. 
Zur Zeit stehen keine Untersuchungen zur Verfügung, um bei Patienten eine mögliche 
Prädisposition für eine Dissektion zu bestimmen.  
1.1.6 Häufigkeit 
Dissektionen der zervikalen Gefäße machen insgesamt 2% aller ischämischen 
Hirninfarkte aus. Bei jungen Patienten unter 45 Jahren sind Dissektionen allerdings in 
10-25 % der Fälle die Ursache eines ischämischen Infarktes. Frauen sind zum Zeitpunkt 
des Ereignisses durchschnittlich fünf Jahre jünger. Die Gesamtinzidenz von 
Dissektionen der Arteria carotis liegt bei 2,5-3 pro 100000 Einwohner pro Jahr, von 
Dissektionen der Arteria vertebralis bei 1-1,5 pro 100000 pro Jahr [41]. 
1.1.7 Pathogenese 
Im Vorfeld sogenannter „spontaner“ zervikaler Dissektionen wird häufig von leichten 
bis mittelschweren Traumata berichtet. Hier sind Hyperextension und Rotation des 
Halses, wie sie beispielsweise im Rahmen der manuellen Therapie, beim Yoga, bei 
Achterbahnfahrten aber auch beim Niesen oder Husten auftreten, zu nennen. Auch nach 
Überstreckung des Halses zur Intubation oder Maskenbeatmung wurden Dissektionen 
beschrieben [37]. 
Diese nach minderschweren äußeren Einwirkungen auftretenden Dissektionen werden 
von denen nach einem Autounfall oder anderen, stärker traumatisierenden, Ereignissen 
abgegrenzt. Jedoch ist in ungefähr der Hälfte der Fälle kein vorausgehendes adäquates 
Trauma festzustellen. 
Bisher wurden nur wenige erworbene Risikofaktoren für die Entstehung einer 
Dissektion beschrieben. Dazu gehört eine Infektion in den Wochen vor dem Ereignis 
sowie eine leichte Hyperhomocysteinämie [2][12]. 
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Eine erhöhte Inzidenz für spontane zervikale Dissektionen findet man bei angeborenen 
Erkrankungen, die mit pathologischen Veränderungen des Bindegewebsaufbaus 
einhergehen. Beispiele sind das Ehlers-Danlos-Syndrom, das Marfan-Syndrom und die 
fibromuskuläre Dysplasie. Diese charakteristischen Erkrankungen können jedoch nur in 
1-5% der Fälle einer Dissektion nachgewiesen werden [4][37]. 
Allerdings konnte bei einem Fünftel der Patienten mit Dissektionen der zervikalen 
Gefäße, die keine klinischen Zeichen einer hereditären Bindegewebserkrankung 
aufwiesen, in Hautbiopsien elektronenmikroskopisch eine Veränderung der 
Bindegewebsmorphologie nachgewiesen werden [3]. 
Zudem ist bei 5% der Patienten mit einer zervikalen Dissektion ein Familienmitglied 
von einer spontanen Dissektion der Aorta oder ihrer Hauptstämme betroffen [41]. 
Die familiäre Häufung sowie die oftmals zu beobachtenden Auffälligkeiten der 
extrazellulären Matrix bei Patienten mit einer Dissektion deuten auf einen genetischen 
Einfluss auf die Biosynthese der extrazellulären Matrix hin, die unabhängig von oben 
genannten Bindegewebserkrankungen ist. 
1.2  Die extrazelluläre Matrix 
Die Zellen des menschlichen Körpers werden von einem komplexen 
Makromolekülgeflecht umgeben, der extrazellulären Matrix. Die extrazelluläre Matrix 
wird von spezifischen Zellen des jeweiligen Gewebes gebildet. Sie beeinflusst 
Entwicklung, Stoffwechsel und Bewegung der Zellen. Die extrazelluläre Matrix besteht 
aus zwei Hauptklassen von Makromolekülen: den Proteoglykanen und den 
Faserproteinen, wozu auch das Kollagen gehört. Kollagen bildet den Hauptbestandteil 
der extrazellulären Matrix. Es sind insgesamt 28 Kollagentypen bekannt. Am Aufbau 
der Gefäßwand sind insbesondere einige Untergruppen beteiligt. Hier sind die 
fibrillären Kollagene Typ I-III, sowie V und IX, zum anderen das nicht-fibrilläre 
Kollagen Typ IV zu nennen [38]. 
In der extrazellulären Matrix herrscht ein im Gleichgewicht befindlicher, ständiger Ab- 
und Aufbau der Komponenten, der eine wichtige Rolle z.B. in Embryogenese, 
Wachstum oder Wundheilung spielt. 
Dieser ständige Umbau der extrazellulären Matrix wird von verschiedenen Proteasen 
geleistet: den Serin/ Threoninproteasen, den Cysteinproteasen, den Aspartatproteasen 
und den Metalloproteinasen [38]. 
In der vorliegenden Arbeit wird die Gruppe der Metalloproteinasen näher betrachtet. 
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1.3 Matrixmetalloproteinasen 
Die Matrixmetalloproteinasen bilden eine Familie Zink enthaltender Proteasen. Sie 
gehören zu einer Gruppe von Enzymen, die neben dem Abbau von fibrillärem Kollagen 
auch für den Abbau nahezu aller Protein-Komponenten der extrazellulären Matrix 
verantwortlich sind [32][49]. 
Das erste fibrinolytische Enzym dieser Gruppe wurde entdeckt, als Gross und Lapiere 
der Frage nachgingen, wie Kaulquappen im Laufe ihrer Entwicklung die Schwänze 
abwerfen können [49]. 
1962 konnte aus dem Gewebe der Kaulquappenschwänze ein kollagenolytisches Enzym 
isoliert werden. MMP1 wurde acht Jahre später als erste humane Kollagenase 
charakterisiert. Bis heute wurden insgesamt 28 humane Matrixmetalloproteinasen 
identifiziert, die in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden [52][23] (s.Tab. 1). 
Die Regulation der Matrixmetalloproteinasen erfolgt sowohl auf Transkriptionsebene, 
als auch posttranslational. Auf Transkriptionsebene wird ihre Synthese durch Cytokine, 
Hormone, Wachstumsfaktoren, und über die Produkte der Matrixdegradation gesteuert 
[23][6]. 
Alle Matrixmetalloproteinasen werden als inaktive Proenzyme synthetisiert und von den 
Zellen als latente Formen abgegeben. Die posttranslationale Regulation erfolgt somit 
hauptsächlich über die Aktivierung des Proenzyms bzw. über die Hemmung dieser 
Aktivierung. Die Umwandlung des Proenzyms in die aktive Form wird durch Proteasen, 
denaturierende Agenzien und lokale Temperaturerhöhung erreicht. Desweiteren kann 
das Proenzym durch Interaktion mit anderen Matrixmetalloproteinasen aktiviert werden.  
Die Hemmung der Matrixmetalloproteinasen erfolgt im Wesentlichen durch die 
sogenannten Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP). Die TIMP binden an die 
Proenzyme und können durch diese Komplexbildung die Matrixmetalloproteinasen 
inaktivieren [23]. 
Ein weiterer Inhibitor ist das α2-Makroglobulin, ein großes Serumprotein, welches zu 
Strukturveränderungen der Matrixmetalloproteinasen führt. Eine weitere 
pharmakologische Möglichkeit Matrixmetalloproteinasen zu inhibieren ist die Zugabe 
von Chelatbildnern wie zum Beispiel d-Penicillamin oder Acetylcystein. Diese 
Moleküle binden an das katalytische Zink-Ion und hemmen so die Enzymaktivität [49]. 
Ein Ungleichgewicht zwischen Aktivierung und Inhibierung von 
Matrixmetalloproteinasen kann zu verschiedenen pathologischen Vorgängen beitragen. 
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Tab. 1.1 Die Familie der MMP nach Roeb, Egeblad, Lippert
1.3.1 Bedeutung der Matrixmetalloproteinasen 
Neben ihrer Bedeutung in pathologischen Prozessen spielen die 
Matrixmetalloproteinasen in der Aufrechterhaltung der Homeostase eine wichtige Rolle. 
Ein lokaler Abbau der extrazellulären Matrix ist zum Beispiel bei der Migration und 
Proliferation von Zellen oder während des Umbaus von Geweben von Bedeutung. 
Besonders in Geweben, die einer zyklischen Veränderung unterliegen, wie zum Beispiel 
das menschliche Endometrium, findet man stetige Änderungen der MMP Expression. 
Auch in der Embryogenese, insbesondere in der Nephrogenese wurde eine erhöhte 
Expression von Matrixmetalloproteinasen beobachtet [28][23]. 
Beim Knochenwachstum werden Kollagenasen von Osteoblasten synthetisiert. Die 
Hemmung der Kollagenasen durch die TIMP wird in diesem Fall direkt über das 
Parathormon reguliert [23]. 
Matrixmetalloproteinasen sind auch an der Wundheilung, am Abbau von 
Granulationsgewebe und der Resorption von Narbengewebe beteiligt [23].  
Desweiteren spielen Matrixmetalloproteinasen im physiologischen Umbau von 
Strukturen der Blutgefässe eine bedeutende Rolle. Sowohl an Strukturänderungen des 
Gefäßes im Verlauf des Wachstums, als auch an pathologischen Prozessen, wie der 
Entstehung poststenotischer Läsionen oder Aneurysmadilatation sowie Atherosklerose 
sind die Matrixmetalloproteinasen beteiligt [18][19][52]. 
Seit einigen Jahren rückt die Rolle der Matrixmetalloproteinasen in diesen und anderen 
pathologischen Prozessen immer stärker in den Mittelpunkt des Interesses. Es wurde 
festgestellt, daß Matrixmetalloproteinasen an Tumorgenese, Tumorinvasion und 
Metastasierung beteiligt sind [32]. So zeigten Zellkulturexperimente mit geklonten 
Tumorzellen eines Mamma-Karcinoms eine erhöhte MMP-Aktivität [32]. 
Matrixmetalloproteinasen können auch mit Entzündungsgeschehen des zentralen 
Nervensystems in Zusammenhang gebracht werden. So konnte zum Beispiel eine 
verminderte Expression von membrangebundenen Matrixmetalloproteinasen im 
Rahmen  von autoimmunologischen entzündlichen Erkrankungen des ZNS, wie z.B. der 
Multiplen Sklerose, aber auch nach Traumata nachgewiesen werden [44].  
Natürliche Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen wie α2-Makroglobulin und die 
TIMP, sowie synthetische Inhibitoren (Chelatbildner) könnten in Zukunft zur 
Beeinflussung von Metastasierung und Tumorwachstum eingesetzt werden.  
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1.4 Polymorphismus 
Unter einem Polymorphismus versteht man eine natürlich vorkommende Veränderung 
der DNA-Sequenz mit mehr als einer Variante, die mit einer Häufigkeit von mehr als 
einem Prozent in einer Population vorkommt. 90% der DNA-Polymorphismen sind 
Single-Nukleotid-Polymorphismen, wobei nur eine einzelne Base ausgetauscht ist. 
Außerdem treten so genannte Minisatellit- und Mikrosatellitpolymorphismen auf. Diese 
sind gekennzeichnet durch eine unterschiedliche Anzahl von Wiederholungen eines 
Basenpaares oder -tandems. 
Den meisten DNA-Polymorphismen können zur Zeit keine funktionellen Auswirkungen 
zugeschrieben werden. Für einige Polymorphismen konnten aber Auswirkungen auf die 
Regulation der Gen-Expression oder auf die Funktion der codierten Proteine 
nachgewiesen werden. 
In dieser Arbeit werden Polymorphismen im Promotorbereich der Gene betrachtet. Der 
Promotorbereich eines Genes bildet die Erkennungs- und Bindungsstelle für die RNA-
Polymerase und liegt in der Regel kurz vor dem kodierenden Bereich eines Genes. Ist 
der Promoterbereich zum Beispiel durch Polymorphismen verändert, kann dieses 
Auswirkungen auf die Bindungsgeschwindigkeit der RNA-Polymerase und damit auf 
die Expressionsstärke des Genproduktes haben. Im Detail wird die Transkription durch 
Anbindung der Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion eines Gens gesteuert. 
Durch die Anbindung der Trankskriptionsfaktoren kann nun die RNA-Polymerase 
ihrerseits an die Transkriptionsfaktoren anbinden und mRNA synthetisieren.  
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Abb. 1.1 schematische Darstellung der Strukturelemente eines Gens 
1.5 Dissektionen und Matrixmetalloproteinasen 
Am Aufbau der Gefäßwand ist die Gruppe der Kollagene maßgeblich beteiligt. 
Von einer Dissektion betroffene Gefäßabschnitte zeigen eine Verminderung des 
normalen Kollagen  III/I-Verhältnisses [45]. Als Bestandteil der Basalmembran ist 
zudem auch Kollagen IV am Aufbau der Gefäßwand beteiligt. 
Da Kollagen III für die Reißfestigkeit der Arterien verantwortlich ist, kann eine 
Verminderung dieser Komponente zu einer erhöhten Neigung zu Dissektionen führen. 
Allerdings konnte der Grund für die verminderte Kollagenexpression weder auf 
transkriptioneller noch auf translationeller Ebene des Kollagens selbst gefunden 
werden. Ebensowenig konnten Sequenzvarianten der beteiligten Kollagene 
nachgewiesen werden, die eine verminderte Expression erklären würden [27]. 
Eine Beteiligung der Kollagene an den Gefäßveränderungen, die zu einer Dissektion 
führen, ist zu vermuten. Da aber weder das Kollagen an sich verändert ist, noch seine 
Expressionsstärke vom Normalen abweicht, liegt die Ursache möglicherweise in der 
Aktivität der den Auf- und Abbau der Kollagene regulierenden Enzyme. Hier sind 
insbesondere die Matrixmetalloproteasen (MMP) zu nennen. Sie regulieren über 
Proteolyse die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. Wie oben erwähnt, spalten 
einige Matrixmetalloproteinasen Kollagene. Somit könnte eine erhöhte Expression 
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dieser Proteinasen, zum Beispiel durch einen Polymorphismus in ihrem 
Promotorbereich bedingt, zu einem verstärkten Kollagenabbau führen. 
Für Dissektionen der thorakalen Aorta konnten erhöhte Konzentrationen von MMP1 
und MMP9 in den betroffenen Gefäßwandabschnitten nachgewiesen werden [25]. 
Für mehrere Matrixmetalloproteinasen konnte eine durch einen  Polymorphismus im 
Promotorbereich bedingte Erhöhung der Enzymexpression nachgewiesen werden 
[39][21][58][9]. 
 
1.6 Zielsetzung 
Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von Sequenzveränderungen ausgewählter 
Matrixmetalloproteinasen und ihrer Bedeutung in der Pathogenese von Dissektionen der 
hirnversorgenden Gefäße. Fünf ausgewählte Polymophismen sollen auf ihre Häufigkeit 
bei Patienten mit einer Dissektion der Arteria carotis interna oder der Arteria vertebralis 
im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv überprüft werden. Es handelt sich um 
Polymorphismen in den Promoterbereichen der Matrixmetalloproteinasen. Für diese 
Polymorphismen konnten in vorangegangenen Studien funktionelle Veränderungen der 
Enzymexpression nachgewiesen werden. Zum einen wird der 1G/2G Deletions-
Insertions-Polymorphismus des MMP1 Gens an der Stelle –1607 vor 
Transkriptionsbeginn untersucht. Auf dem MMP3-Gen wird der 5A/6A Deletions-
Insertions-Polymorphismus an der Stelle -1612 betrachtet. Außerdem werden der 
Deletions-Insertions-Polymorphismen an der Stelle -1562 auf dem MMP9-Gen, sowie 
ein CA-repeat Mikrosatellit-Polymorphismus ebenfalls auf dem MMP9-Gen untersucht. 
Bei dem fünften untersuchten Polymorphismus handelt es sich wiederum um einen 
Deletions-Insertions-Polymorphismus, in diesem Fall im Promoterbereich des MMP12- 
Gens an der Position -82 vor Transkriptionsbeginn.  
Tab. 1.2 
Gene Polymorphismus Position Art des Polymorphismus 
MMP1 -1607 Del./Ins. -1607 +/- G 
MMP3 -1612 Del./Ins. -1612 +/- A 
MMP9 C-1562T 
Mikrosatellit 
-1562 
-90 
C zu T 
(CA)n 
MMP12 A-82G -82 A zu G 
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Zur Beantwortung der Fragestellung waren folgende Aufgaben zu bearbeiten: 
1. Gewinnung und Vervielfältigung des DNA-Materials aus Blutproben. 
2. Optimierung von verschiedenen Methoden zur Sequenzanalyse, wie 
Sequenzierung sowie Untersuchungen mittels Fragmentlängenanalyse und Real-
Time-PCR. 
3. Ermittlung der Häufigkeit der unterschiedlichen Polymorphismen im Patienten- 
sowie im Vergleichskollektiv. 
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv 
Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 70 Personen mit Dissektionen der 
Arteria carotis interna oder der Arteria vertebralis, die zwischen 2001 und 2004 in der 
neurologischen Klinik des Universitätsklinikums der RWTH Aachen behandelt wurden. 
Die Diagnose wurde mittels Farbduplexsonographie und Magnetresonanztomographie, 
in einigen Fällen mittels digitaler Substraktionsangiographie gesichert. 
Die Patientengruppe bestand aus 42 Männern und 28 Frauen im Alter von 28 bis 70 
Jahren. Das Durchschnittsalter lag bei 48,5 Jahren. 
Bei 54 Patienten lag eine Dissektion der Arteria carotis interna vor, bei 16 Patienten war 
die Arteria vertebralis betroffen. Bei keinem Patienten lagen multiple Dissektionen vor. 
2.2 Kontrollen 
Als Kontrollproben wurden Blutproben aus der Blutbank der RWTH Aachen 
randomisiert in die Studie aufgenommen. Die Kontrollgruppe umfasste 50 Männer und 
37 Frauen im Alter von 22-68 Jahren, mit einem Durchschnittsalter von 48 Jahren.
2.3 DNA-Isolation 
Die Isolierung der DNA aus EDTA-Blut wird mit dem Qiamp DNA Blood Mini Kit der 
Firma Qiagen nach deren Protokoll durchgeführt. 
Durch Zugabe einer Protease und Inkubation bei 56° C erfolgt zunächst die Lysierung 
der Erythrozyten. Die enzymatische Lyse wird durch Zugabe von Ethanol gestoppt. 
Anschließend wird die Lösung auf spezielle Silicagelsäulen pipettiert. Durch 
Zentrifugation wird die DNA von den anderen Blutbestandteilen getrennt und in der 
Silica-Gel-Matrix gebunden. In mehreren Waschschritten wird die DNA wieder von der 
Membran gelöst und letztendlich in einem Tube aufgefangen werden.  
Die Ausbeute wird durch Auftragen auf ein 1,5 prozentiges Agarosegel kontrolliert, 
anschließend wird die DNA-Lösung  bei 4° C gelagert. Das Prinzip der DNA-Isolierung 
wird in Tabelle 2.1 und Abbildung 2.1 dargestellt. 
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Tab. 2.1 DNA Aufreinigung 
Reagenz Menge Aktion  
Protease 20 μl 
EDTA-Blut 200 μl 
AL 200 μl 
vortexen und 
Inkubation 10 Min. 
bei 56°C 
Lysieren 
Ethanol absolut 200 μl  Stop der Lysis 
Aufbringen auf die Silicagelsäule 
Zentrifugation bei 6000 g für eine Minute 
Binden der DNA an 
die Membran 
AW 1 500 μl Zentrifugation 
6000 g, 1 Minute 
AW 2 500 μl Zentrifugation  
6000 g , 1 Minute 
Aufreinigung der 
DNA 
 
Zentrifugation 
20000 g, 3 Minuten 
Entfernung des 
Waschpuffers 
EB 30 μl Zentrifugation  
6000 g,1 Minute 
Eluieren der DNA 
aus der Membran 
18 Material und Methoden 
 
Abb. 2.1 Prinzip der DNA-Isolierung / nach Handbuch Qiamp® DNA Mini Kit 
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2.4 Agarose-Gel-Elektrophorese 
Die Gelelektrophorese ist eine Methode, mit der Makromoleküle auf Grund ihrer 
Ladung im elektrischen Feld aufgetrennt werden können. Zur Auftrennung von DNA 
wird ein Agarose-Gel verwendet. Die Agarosekonzentration bestimmt dabei die 
Porengröße des Gels, welche wiederum die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA 
beeinflusst. Kürzere DNA-Stränge wandern auf Grund des geringeren 
Reibungswiderstandes schneller durch das Gel als längere Stränge. Zusätzlich wird die 
Wanderungsgeschwindigkeit durch einen das Gel bedeckenden Elektrophoresepuffer 
beeinflusst. Um die Länge der untersuchten DNA-Fragmente zu bestimmen, wird in 
eine Spur ein Gemisch aus Fragmenten bekannter Längen gegeben. Durch Vergleich 
der Laufweiten lässt sich dann die Größe des untersuchten DNA-Stranges bestimmen. 
Um die DNA-Moleküle sichtbar zu machen, wird das Gel in einer 
Ethidiumbromidlösung gefärbt, welche in die DNA interkaliert und im UV-Licht auf 
Grund seiner Fluoreszenz sichtbar ist. Eine andere Methode der Färbung ist die 
Verwendung von GelStar® Nucleic Acid Stain einem ebenfalls fluoreszierenden 
Farbstoffes, welcher vor der vollständigen Auspolymerisierung dem Gel zugegeben 
wird. 
2.5 Herstellung des Agarose-Gels 
Zur Auftrennung von PCR-Amplifikaten und Restriktionsfragmenten werden 1-3%ige 
Agarose-Gele eingesetzt. Die Agarose wird in die entsprechende Menge 1%igen TAE-
Puffer gegeben und in der Mikrowelle erhitzt. Nach der vollständigen Auflösung des 
Agarose-Pulvers wird pro 10ml Agarose 1 µl GelStar® zugegeben und anschließend in 
den Flachbettformen einer Elektrophoresekammer gegossen. Zur Erzeugung von 
Geltaschen werden vor der Aushärtung des Gels passende Kämme eingesetzt. Nach  
Aushärtung des Gels wird die Elektrophoresekammer mit 1 x TAE-Puffer aufgefüllt. Im 
Anschluß werden die Geltaschen mit 2-5µl des DNA-Produktes sowie 2µl eines 
Loading-Puffers beladen. In eine der Geltaschen wird eine 100bp Leiter pipettiert, 
welche der Größenbestimmung der amplifizierten DNA-Fragmente dient.  An die 
Kammern wird für 15-20 Minuten ein Strom von 120 mV angelegt. Danach kann das 
Gel auf einem UV-Leuchttisch betrachtet und digital fotografiert werden. 
Bei Färbung des Gels mit Ethidiumbromid wird das Gel auf die gleiche Weise aber 
ohne Zugabe von Gel-Star® hergestellt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung 
erfolgt die Färbung des Gels für 10-15 Minuten in einer Ethidiumbromidlösung, und 
kann dann ebenfalls auf dem UV-Leuchttisch betrachtet werden.  
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2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR), die 1984 von Kary 
Mullis entwickelt wurde, dient der exponentiellen Vervielfältigung spezifischer 
Abschnitte der DNA. Um eine Zielsequenz zu kopieren, müssen die sie flankierenden 
Sequenzen bekannt sein. Zu diesen Flankensequenzen werden komplementäre Stränge 
synthetisch hergestellt. Diese komplementären Stränge sind typischerweise 1-20 
Basenpaare groß und werden als Primer bezeichnet. Zu einer geeigneten 
Reaktionslösung bestehend aus Wasser, Magnesiumchlorid und Puffern, die eine 
vollständige DNA-Sequenz enthält, werden neben den Primern die vier 
Desoxyribonucleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dTTP,dCTP) sowie eine Taq-DNA-
Polymerase zugegeben.  
Jeder Reaktionszyklus besteht aus drei Schritten. Zunächst werden die beiden DNA 
Stränge durch Erhitzen auf 95°C getrennt (Denaturierung). Durch schnelles Abkühlen 
auf 49°-62° können sich die Primer an die komplementären Sequenzen der DNA 
anlagern (Annealing). 
Danach wird die Lösung für ca. 30 Sekunden auf 72°C erhitzt. Bei dieser Temperatur 
kann die Taq-DNA-Polymerase, ein hitzstabiles Enzym des Bakteriums Thermophilus 
aquaticus, optimal arbeiten. Die Polymerase synthetisiert die Sequenz ausgehend von 
den hypbridisierten Primern von 5’ in 3’ Richtung. Dieser Schritt wird als Elongation 
bezeichnet. Durch 20-30 Wiederholungen dieses Zyklus, bestehend aus Strangtrennung, 
Anlagerung der Primer und DNA-Synthese kann die Zielsequenz um das 106 -107-fache 
vermehrt werden. (Abb. 2.2) 
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5‘
3‘5‘
5‘
5‘
3‘
Denaturierung 95°C
Anlagerung der Primer 49°-62°C
Doppelsträngige DNA
 
3‘
5‘
5‘
5‘
3‘
5‘
DNA-Synthese 72°C
 
Erneute Denaturierung, Primerhybridisierung und DNA Synthese
Abb. 2.2 Prinzip der Polymerasekettenreaktion 
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2.6.1 PCR Optimierung 
Durch Veränderung einiger Parameter kann die PCR optimiert werden, wodurch die 
unspezifische Amplifikation unerwünschter DNA-Abschnitte vermieden wird. 
2.6.2 Primer Anlagerung 
Je höher die Annealing Temperatur gewählt wird, desto spezifischer erfolgt die Primer- 
Anlagerung an die DNA. Wird die Annealing Temperatur allerdings zu hoch gewählt, 
verringert sich die Ausbeute. Man bestimmt zunächst die Schmelztemperatur der 
Primer, indem die Nukleotidbindungsenergie folgendermaßen abgeschätzt wird: 
                 je C oder G   +4°C 
                 je T oder A   +2°C 
Von der Schmelztemperatur werden 4°C abgezogen, wodurch sich die Annealing-
Temperatur ergibt.  
2.6.3 Touchdown PCR 
Zur Verbesserung der spezifischen Primer Anlagerung an die DNA kann die 
Touchdown PCR angewendet werden. Hierbei wird die Annealing Temperatur in den 
ersten Zyklen sehr hoch gewählt, um eine spezifische Bindung der Primer zu erreichen. 
Die PCR wird nur einige Zyklen (ca. 4-6) mit dieser Annealing-Temperatur 
durchgeführt, danach wird die Temperatur um 1-2°C gesenkt und wiederum 4-6 Mal 
wiederholt. So senkt man die Temperatur schrittweise bis zur eigentlich ermittelten 
Annealing-Temperatur.  
2.6.4 Elongationszeit 
Während der Elongationsphase werden ca. 1000 Basenpaare pro Minute durch die 
Polymerase synthetisiert. Somit richtet sich die Elongationszeit nach der Länge des zu 
synthetisierenden Stranges. Eine Verkürzung der Synthesezeit führt zu weniger 
unspezifischen Produkten. 
2.6.5 Mg-Konzentration:  
Die DNA-Polymerase benötigt Magnesium als Co-Faktor zum Einbau von Nukleotiden. 
Eine Erhöhung der Mg-Konzentration im PCR-Ansatz führt zu verminderter Spezifität 
und damit  zum Auftreten von unerwünschten Nebenprodukten. Deswegen wird eine 
möglichst niedrige Mg-Konzentration gewählt. 
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2.6.6 Enzym-Konzentration 
Die Konzentration der Taq-Polymerase beeinflusst ebenfalls die Spezifität der PCR-
Produkte. Durch eine niedrige Enzym-Konzentration kann die Amplifikation 
unspezifischer Produkte reduziert werden. Jedoch kann durch eine höhere 
Konzentration der Polymerase die Ausbeute erhöht werden. 
2.6.7 Primer 
Wir verwendeten folgende Primerpaare, die von der Firma  MWG-Biotech synthetisiert 
wurden. 
Tab. 2.2 
Name Sequenz 
13.1 
14.1 
5’-ACG CAA AGC AGA TGT TCA TT- 3’ 
5’-GCC TCC CGG GTT CAA G- 3’ 
MMP3-R 
MMP3-S 
5’-CTC AAC CTC TCA AAG TGC TAG GAT- 3’ 
5’-CCA CTC TGT TCT CCT TGT CCT CA- 3’ 
MMP12-R 
MMP12-S 
5’-GAG GCT TAT TTA TTT TGA AGG TA- 3’ 
5’-AAG AGC TCC AGA AGC AGT GG- 3’ 
2.7 Sequenzierung 
Die Produkte der PCR werden anschließend zur Sequenzierung vorbereitet. Das Prinzip 
der Sequenzierung ist in Abb. 2.3 dargestellt. Zur Bestimmung der DNA Sequenz 
müssen die DNA-Fragmente markiert werden. Dazu werden fluoreszierende 
Didesoxynukleotide (ddNTPs) eingesetzt, welche auch als Dye Terminatoren 
bezeichnet werden. Es wird eine Sequenzierungs-PCR durchgeführt, bei der neben den 
normalen dNTPs auch die fluoreszierenden ddNTPs eingebaut werden. Nach dem 
zufälligen Einbau eines ddNTP am 3’ Ende der DNA bricht die Synthese ab. So erhält 
man unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die jeweils am 3’ Ende ein fluoreszenz 
markiertes ddNTP tragen. Nach Der Sequenzierungs-PCR wird das Produkt wie in 
Tabelle 2.7 beschrieben aufgereinigt. Die gereinigten  PCR-Produkte werden auf ein 
Polyacrylamidgel aufgetragen und der Größe nach aufgetrennt. Ein Laser wird über 
einen Spiegel auf dieses Trennsystem gerichtet. Erreicht der Laser eines der markierten 
Fragmente, regt er dieses zur Aussendung der Fluoreszenz an. Das Signal wird über 
eine CCD-Kamera oder einen Photomultiplier aufgenommen.  
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Da jedes ddNTP farblich anders markiert ist, erhält man so die DNA-Sequenz. 
Abbildung 2.4 zeigte die visuelle Darstellung der so erhaltenen Nucleotidfolge. Diese 
Methode wurde 1977 von Sanger entwickelt. 
2.3 Prinzip der DNA-Sequenzierung nach Sanger 
 
 
A
A A G T
A G A G T A
A G T A C
1. Primer Anlagerung
2. Kettenverlängerung
A
3. Denaturierung
4. Original Template
Produkte
DNA
Primer
dNTPs
ddNTPs
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Abb. 2.4 Graphisch dargestelltes Ergebnis der Sequenzierung  
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2.8 PCR-Protokolle 
2.8.1 PCR-Ansatz für den MMP-9 Insertions-Deletions-Polymorphismus an 
Position  -1562 vor Transkriptionsbeginn 
Zunächst wird der so genannte Super-Mix hergestellt, in dem alle Komponenten der 
PCR bis auf die DNA zusammen gegeben werden. Der Ansatz wird durch Eis gekühlt, 
um vorzeitige Enzymreaktionen zu vermeiden. Jeweils 11,5µl des Super-Mixes werden 
in ein autoklaviertes PCR-Tube gegeben. Anschließend wird jeweils 1µl DNA 
hinzugefügt (Tab. 2.3). Danach werden die Tubes direkt in die auf die 
Denaturierungstemperatur vorgeheizte PCR-Maschine gesetzt und die Touchdown-PCR 
begonnen. 
Anschließend werden 2 µl des PCR-Produktes auf ein Agarosegel gegeben und durch 
Elektrophorese aufgetrennt. Dadurch kann zum einen die Größe des amplifizierten 
DNA-Fragmentes kontrolliert werden, zum anderen kann bei Vorliegen von kürzeren 
oder längeren Fragmenten auf eine unspezifische Replikation geschlossen werden. 
Findet man eine klare Bande der erwarteten Länge, werden 0,5 µl des PCR-Produktes in 
der Sequenzierungs-PCR eingesetzt (Tab. 2.5) Da die fluoreszierenden ddNTPs 
lichtempfindlich sind, sollte eine möglichst dunkle Arbeitsumgebung gewählt werden. 
Anschließend wird die Sequenzierungs PCR durchgeführt (Tab. 2.6). Nach der 
Sequenzierungs-PCR muss das entstandene Produkt aufgereinigt werden (Tab. 2.7). 
Schließlich kann die Sequenzierung durchgeführt werden.
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Tab. 2.3 Reaktionskomponenten PCR 
Reagenz Konz Menge/ Probe Super Mix 
Puffer 10 x 1,25 μl 
Primer 13.1 10 pmol/μl 1,25 μl 
Primer 14.1 10 pmol/μl 1,25 μl 
dNTPs 2 mM 1,25 μl 
MgCl 25 mM 0,625 μl 
Taq 5 U/µl 0,1 μl 
H2O  5,9 μl 
 
jeweils 11,5 µl pro PCR-
Tube 
DNA  1 µl  
 
Tab. 2.4 Programm Touchdown PCR 
 Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95°C 10 Min. 1 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 53°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek 
5 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 52°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek 
5 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 51°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek 
4 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 50°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek 
6 
Denaturierung 95°C 30 Sek 
Annealing 49°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek. 
8 
 72°C 30 Sek 1 
 4°C 30 Sek.  
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Tab. 2.5 Reaktionskomponenten Sequenzierungs PCR 
Reagenz Konz Menge/Probe 
Big Dye  4 μl 
Primer 13.1 3 pmol/ μl 1 μl 
PCR-Produkt  0,5 μl 
H2O  4,5 μl 
 
Tab. 2.6 Programm Sequenzierungs PCR 
 Temperatur Zeit Zyklen 
 94°C 10 Min. 1 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 53°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 30 Sek. 
5 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 52°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 30 Sek. 
6 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 51°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 20Sek. 
6 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 50°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 20 Sek. 
6 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 49°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 20 Sek. 
6 
Pause 4°C 30 Sek.  
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Tab. 2.7 Aufreinigung Sequenzierungs PCR 
Reagenz Konz Menge/Probe  
Seq-PCR-
Produkt 
 10 μl 
H2O  10 μl 
Natriumacetat 5 M 1 μl 
Alkohol 100% 50 μl 
Fällung bei –20°C für 30 Minuten 
Zentrifugation 14000 g und 4°C , 30 Minuten 
Abnehmen des Überstandes 
Alkohol 70-80% 100 μl Alkohol wird bei –20°C gelagert 
vortexen und Zentrifugation 14000 g und 4°C, 10 Minuten 
Abnehmen des Überstandes 
Alkohol 70-80% 100 μl Alkohol wird bei –20°C gelagert 
vortexen und Zentrifugation 14000 g und 4°C 10 Minuten 
Abnehmen des Überstandes 
Trocknung der Probe 
Zugabe von 60 μl TSR und zweiminütige Denaturierung bei 95°C 
40 μl werden entnommen und in ein 0,5 ml Tube gegeben 
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2.8.2 PCR-Ansatz für den MMP-3 Insertions-Deletions-Polymorphismus 5A/6A 
an Position  -1612 vor Transkriptionsbeginn 
Die mit dem Quiagen Quiamp DNA Blood Mini Kit isolierte DNA wird 1:10 verdünnt 
und jeweils 1µl in der PCR eingesetzt (Tab. 2.8). 
Je 2µl des erhaltenen PCR-Produktes werden auf ein mit Gel-Star-Gel aufgetragen und 
eine Gel-Elektrophorese durchgeführt. Bei einer eindeutigen, klaren Bande wird 1µl des 
PCR-Produktes  eingesetzt (Tab. 2.10) und die Sequenzierungs-PCR durchgeführt (Tab. 
2.11). 
Tab. 2.8 Reaktionskomponenten MMP3 PCR 
Reagenz Konz Menge/ Probe Super Mix 
Puffer 10x 1,25 μl 
Primer MMP3 S 10 pmol/μl 1,25 μl 
Primer MMP 3 R 10 pmol/μl 1,25 μl 
dNTPs 2 mM 1,25 μl 
MgCl 25 mM 0,6 μl 
Taq Sigma 0,1 μl 
H2O  5,7 μl 
jeweils 11,5 µl pro PCR-Tube 
DNA 1:10 1 µl  
 
Tab. 2.9 Programm PCR MMP3 
 Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 96°C 2 Min. 1 
Denaturierung 94°C 20 Sek. 
Annealing 69°C 15 Sek. 
Elongation 72°C 15 Sek 
 
32 
 72°C 5 Min.  
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Tab. 2.10 Reaktionskomponenten Sequenzierung MMP3 
Reagenz Konz Menge/Probe 
Big Dye  4 μl 
Primer MMP3-R 3 pmol/ μl 1 μl 
PCR-Produkt  1,0 μl 
H2O  4,0 μl 
Tab. 2.11 Programm Sequenzierungs PCR MMP-3 
 Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
Denaturierung 94°C 30 Sek 1 
Denaturierung 96°C 20 Sek. 
Annealing 67°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 45 Sek. 
 
34 
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2.8.3 PCR – Ansatz für den MMP -12 Insertions-Deletions-Polymorphismus an 
Position  -80 vor Transkriptionsbeginn 
Die mit dem Quiagen Quiamp DNA-Blood Mini Kit isolierte DNA wird 1:10 verdünnt 
und jeweils 1µl in der PCR eingesetzt (Tab. 2.12, Tab. 2.13), wobei dieser Ansatz für 
jede zu untersuchende Probe doppelt hergestellt wird.  
Jeweils 2µl des Produktes werden auf ein Gel-Star-Gel aufgetragen. Bei einer 
eindeutigen Bande werden beide Ansätze pro Probe zusammengegeben und mit dem 
QIAquick-PCR-Purification Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt. Das aufgereinigte 
Produkt wird im Verhältnis 1:10 mit H2O verdünnt und jeweils 1µl in der 
Sequenzierungs-PCR eingesetzt (Tab. 2.14). Dann erfolgt die Sequenzierungs-PCR  
(Tab. 2.15). 
Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wird, wie in Tabelle Tab. 2.7 beschrieben, 
aufgereinigt. Anschließend wird die Sequenzierung durchgeführt. 
 
Tab. 2.12 Reaktionskomponenten PCR MMP12 
Reagenz Konz Menge/ Probe Super Mix 
Puffer 10x 1,25 μl 
Primer MMP12 S 10 pmol/μl 1,25 μl 
Primer MMP12 R 10 pmol/μl 1,25 μl 
dNTPs 2 mM 1,25 μl 
MgCl 25 mM 0,6 μl 
Taq 5 U/µl 0,1 μl 
H2O  5,7 μl 
jeweils 11,5 µl pro PCR-Tube 
DNA 1:10 1 µl  
 
Tab. 2.13 Programm PCR MMP12 
 Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 96°C 2 Min. 1 
Denaturierung 94°C 20 Sek. 
Annealing 65°C 20 Sek. 
Elongation 72°C 20 Sek 
 
31 
 72°C 5 Min.  
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Tab. 2.14 Reaktionskomponenten Sequenzierungs PCR MMP12 
Reagenz Konz Menge/Probe 
Big Dye  4 μl 
Primer MMP12-S 3 pmol/ μl 1 μl 
PCR-Produkt 1:10 1 μl 
H2O  4 μl 
 
Tab. 2.15 Programm Sequenzierungs PCR MMP12 
 Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
Denaturierung 94°C 30 Sek 1 
Denaturierung 96°C 20 Sek. 
Annealing 67°C 30 Sek. 
Elongation 60°C 45 Sek. 
 
34 
34 Material und Methoden 
2.9 Fragmentlängenuntersuchung MMP9-Mikrosatellit-Polymorphismus  
Die Untersuchung des Mikrosatelliten-Polymorphismus des MMP9-Gens erfolgte durch 
eine Fragmentlängenanalyse im Gene-Scan-Verfahren der Firma Perkin Elmer System 
Abi Prism (Fa. PE Biosystems). Die PCR wird bei dieser Methode mit 
fluoreszenzmarkierten Primern durchgeführt. Anschließend erfolgt eine konventionelle 
gelelektrophoretische Auftrennung, um den Erfolg der PCR zu beurteilen. Nach Zugabe 
eines fluoreszierenden Markers (TAMRA) für einen geräteinternen Längenstandard 
werden die markierten PCR-Produkte erneut elektrophoretisch aufgetrennt. In diesem 
Fall erfolgt die Auftrennung in einer Kapillare, die mit einem gelartigen Polymer gefüllt 
ist. Wie bei der herkömmlichen Gel-Elektrophorese werden die Fragmente im 
elektrischen Feld auf Grund der Dichte des Polymers ihrer Größe nach aufgetrennt. Die 
Fragmente wandern an einem Detektor vorbei, wobei die Farbstoffmoleküle durch einen 
Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt werden. Die Fluoreszenz wird auf eine CCD-
Kamera übertragen und dort in digitale Messwerte übertragen, welche dann graphisch 
dargestellt werden (Abb. 2.5).  Da die kurzen Fragmente schneller im Gel wandern 
bedeutet ein früher Peak ein kürzeres Fragment, ein späterer Peak wird durch ein 
längeres Fragment erzeugt. Durch Standards bekannter Länge, die parallel untersucht 
werden, kann aus der Lage der Peaks die Länge des PCR-Fragmentes ermittelt werden. 
Da diese Methode sehr genau ist, können Längenunterschiede von zwei Basenpaaren 
erkannt werden. Dadurch ist das Verfahren zur Untersuchung des 
Mikrosatellitpolymorphismus mit unterschiedlicher Häufigkeit der CA-Wiederholung 
geeignet. 
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Abb. 2.5 Graphische Darstellung der Fragmentlängen Untersuchung (die Peaks der aufgetragenen Kurve 
werden in der unten stehenden Tabelle einer Fragmentlänge zugeordnet, darüber kann 
die Anzahl der CA-repeats bestimmt werden) 
2.9.1 Längenstandards 
Die Längenstandards werden hergestellt, um DNA-Fragmente bekannter Länge zu 
erhalten und darüber die Länge der zu untersuchenden Fragmente zu ermitteln. Diese 
Standards wurden bei jeder PCR als interne Kontrolle mitgeführt. Die Längenstandards 
wurden von Frau Katrin Pech, BTA der Neurologie der Uniklinik Aachen hergestellt. 
Das Prinzip der Gewinnung der Längenstandards wird im Folgenden beschrieben. 
Zunächst wird eine konventionelle PCR durchgeführt, welche mit dem QIAquick PCR 
Purification Kit aufgereinigt wird. Durch die Aufreinigung werden überschüssige 
Primer und andere PCR-Komponenten entfernt. 
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Die replizierten DNA-Fragmente sind nicht bis zum Ende doppelsträngig, sondern es 
entstehen überhängende Enden. Diese werden durch den Einsatz einer Pfu-Polymerase, 
welche fehlende Nukleotide einbaut, aufgefüllt und so die Enden geglättet (Polishing).  
Ein ringförmiger Vektor wird durch eine Endonuklease an einer bestimmten Stelle 
geschnitten und somit linearisiert. Der linearisierte Vektor wird mit dem PCR-Produkt 
und einer Ligase inkubiert. Die Ligase ist ein Enzym, das DNA-Enden 
zusammenknüpft. So erhält man Vektor, der mit PCR-Produkt verbunden ist. Dabei 
kommen unterschiedliche Kombinationen vor. So kann der Vektor mit mehreren PCR 
Stücken verbunden sein oder auch nur mit einem. Des weiteren kann wieder 
ringförmiger Vektor entstehen. Der Vektor wird in E.coli transformiert und 
anschliessend auf Agar-Platten ausgestrichen. Von den entstehenden Kolonien, die den 
unterschiedlichen Klonen entsprechen, wird erneut eine PCR durchgeführt. 
Anschließend erfolgt die Sequenzierung. Dadurch kann bestimmt werden, welcher Klon 
welches Fragment enthält, und wie lang dieses Fragment ist. Einige Klone werden 
anschließend vermehrt und mit dem  Quiagen Plasmid purification Kit aufgereinigt. 
Somit werden  Fragmente einer bekannten Länge hergestellt, die in jeder Untersuchung 
als interne Kontrolle mitgeführt werden können. 
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2.9.2 Ansatz für die Untersuchung des Ca-Repeats  auf MMP-9 
Von der isolierten Patienten DNA wird jeweils 1µl in der PCR eingesetzt (Tab. 2.17). 
Die verwendeten Primer (Tab. 2.16) sind fluoreszenzmarkiert, aus diesem Grund ist bei 
der Herstellung des PCR-Ansatzes lichtgeschütztes Arbeiten erforderlich. Zur 
Beurteilung des Gen-Scan-Ergebnisses werden die oben beschriebenen Standards in der 
PCR eingesetzt. Anschließend wird die PCR durchgeführt (Tab. 2.18) 
3,5µl des PCR Produktes werden auf ein Gel-Star-Gel aufgetragen und 
elektrophoretisch aufgetrennt. Bei einer deutlichen Bande wird 1µl des Produktes, wie 
in Tab. 2.19 beschrieben,  für den Gen-Scan vorbereitet. Sind die Banden schwach, wird 
die eingesetzte Menge bis auf 6µl erhöht. Danach kann die 
Fragmentlängenuntersuchung durchgeführt werden. 
Tab. 2.16 Primer MMP9 CA-repeat 
Name Sequenz 
FAM-MMP9CaF 
MMP9CaR 
5’-GAC TTG GCA GTG GAG ACT GCG GGC A- 3’ 
5’-GAC CCC ACC CCT CCT TGA CAG GCA A- 3’ 
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Tab. 2.17 Reaktionskomponenten PCR MMP9 
Reagenz Konz Menge/Probe  
Puffer mit Mg 10 x 1,25 μl 
Primer S 10 pmol/μl 1,25 μl 
Primer AS 10 pmol/μl 1,25 μl 
dNTPs  2 mM 1,25 μl 
Taq 5 U/µl 0,1 μl 
H2O  6,4 μl 
Super Mix 
jeweils 11,5 μl pro Tube 
DNA  1 μl  
 
Tab. 2.18 Programm PCR MMP9 
 Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95°C 10 Min. 1 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 82°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek. 
 
3 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 81°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 30 Sek. 
 
4 
Denaturierung 95°C 30 Sek. 
Annealing 80°C 30 Sek. 
Elongation 72°C 20Sek. 
 
4 
 72°C 5 Min.  
Tab. 2.19 Reaktionskomponenten Gene Scan 
Reagenz Menge/Probe  
TAMRA 1µl 
PCR-Produkt 1-6µl 
Deionisertes Formamid 14µl 
 
Denaturierung für 5 Min. bei 95°C . 
Lagerung auf Eis. 
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2.10 Mutationsanalyse mittels quantitativer Real-Time-PCR 
Mit der Real-Time-PCR  kann zum einen der quantitative Erfolg einer PCR in Echtzeit 
verfolgt werden, zum anderen dient sie der Detektion von Punktmutationen. In dieser 
Studie wurde das LightCycler® System der Firma Roche verwendet. 
Der LightCycler® besteht aus einer thermostatisierbaren Reaktionskammer, dem 
Probenkarussel, einer Heiz- bzw. Kühlvorrichtung und einem Fluorimeter. 
 
 
Abb. 2.6  Schematische Darstellung  des LightCycler® der Firma Roche 
 
Im LightCycler® läuft eine konventionelle PCR ab, allerdings werden zusätzlich 
interkalierende Farbstoffe zugegeben. Diese lagern sich in die „minor groove“, die 
„kleine Furche“ von doppelsträngiger DNA ein. Durch die Einlagerung in die DNA 
wird die Fluoreszenz der Farbstoffe verstärkt. Die Intensität der Fluoreszenz ist direkt 
proportional zur Anzahl der vorhandenen DNA-Doppelstränge. Die Fluoreszenz wird 
nach jedem Zyklus (Verdoppelung der doppelsträngigen DNA) durch das Fluorimeter 
gemessen und in ein elektrisches Signal umgewandelt. Das Signal wird direkt an den 
PC übermittelt und macht eine direkte Beurteilung des quantitativen Erfolges der PCR 
möglich. Die Abbildungen 2.7-2.10 zeigen schematisch einen Zyklus der LightCycler-
PCR. 
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  Abb. 2.7 Denaturierung 
 Abb. 2.8 Einbau interkalierender Farbstoffe                          
 Abb. 2.9 Kettenverlängerung 
  Abb. 2.10 Zyklusende 
 
Neben der quantitativen Beurteilung der PCR kann der LightCycler auch zur Detektion 
von Punktmutationen genutzt werden.  
Zu einem PCR Ansatz werden zwei sequenzspezifische Oligonukleotide 
(Hybridisierungsproben) zugegeben, die mit zwei unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Diese Oligonukleotide binden zwischen den PCR 
Primern in räumlicher Nähe zueinander an die DNA. Ihr Abstand beträgt dabei 1-5 
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Nukleotide. Wird nun einer der beiden Farbstoffe angeregt, emittiert er keine 
Fluoreszenz, sondern überträgt die Energie auf den benachbarten Farbstoff, welcher 
dann fluoresziert. Die Intensität dieser Fluoreszenz ist proportional zur Menge der Ziel-
DNA und wird einmal pro Zyklus nach dem Primer-Annealing gemessen. Ungebundene 
Farbstoffe geben keine Fluoreszenz ab, da durch die fehlende räumliche Nähe kein 
Energietransfer stattfindet. 
Zur Detektierung einer Punktmutation oder eines Polymorphismus muß eine der 
Hybridisierungsproben direkt an der Stelle der Mutation an die Ziel-DNA binden. Nach 
erfolgter PCR wird nun eine Schmelzkurve aufgenommen. Da die Hybridisierungsprobe 
beim Vorhandensein der Mutation nicht exakt passt, löst sich die Bindung zwischen 
Oligonukleotid und DNA schon bei niedrigerer Temperatur als eine genau passende 
Probe. Die Aufhebung der Bindung bezeichnet man als Abschmelzen. Durch die 
Aufhebung der Bindung während des Schmelzvorganges nimmt die Fluoreszenz ab.  
Die Messung der Fluoreszenzintensität führt so zur Ermittlung der Schmelztemperatur. 
Die Schmelztemperaturen werden graphisch als Kurven dargestellt, deren Peak bei der 
ermittelten Schmelztemperatur liegt. 
Liegt die Mutation nur auf einem Allel vor, während das andere Allel den Wildtyp trägt, 
erhält man zwei Peaks. Einer entspricht der niedrigeren „Mutationsschmelztemperatur“ 
und einer der höheren „Wildtypschmelztempertatur“. 
 
 
Abb. 2.11 Schmelzkurven bei der Lightcycler Untersuchung 
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2.10.1 PCR-Ansatz Real-Time-PCR für den SNP-Polymorphismus  MMP-1 
Mittels Real-Time-PCR wurde der Insertions-Deletions-Polymorphismus an der 
Position -1607 vor Transkriptionsbeginn des MMP1 Gens untersucht. 
Wie für eine herkömmliche PCR wird zunächst der Mastermix vorbereitet. Es werden 
die Primer sowie Sonde und Anker aus Tabelle 2.20 und 2.21 verwendet. Von dem 
erstellten Mastermix (Tab. 2.22) werden 9µl in ein Kapillarröhrchen gegeben. Es wird 
jeweils ein µl DNA  zugegeben, anschließend werden die Röhrchen für eine Minute bei 
1000g zentrifugiert. 
Danach werden die Proben in den LightCycler gegeben, in dem die PCR abläuft (Tab 
2.23). 
Tab. 2.20 Primer Lightcycler MMP1 
Name Sequenz 
MMP1proS 5’-TTC TTA CCC TCT TgA ACT CAC Atg 
MMP1proA 5’-CTC CCC TTA ggA TTC CTg T 
Tab. 2.21 Sonde u. Anker Lightcycler MMP1 
Name Sequenz 
Sonde 5’-gAT TTg AgA ATA AgT CAT AT    CTT TCT AAT  X 
Anker 5’-LC Red640- TTA ACT ACA ATT TCC TCA TCT Aag Tgg C  p 
Tab. 2.22 Reaktionskomponenten PCR Lightcycler MMP1 
Reagenz Konz Menge/Probe 
Primer 1 20 pmol/µl 1,2 µl 
Primer 2 20 pmol/µl 1,2  µl 
Mg Cl 25mM 1µl 
Sonde  1µl 
Anker  1µl 
Mix  1µl 
Wasser  2,4 µl 
Mastermix 
Vortexen 
Zentrifugation 
Tab 2.23 Programm PCR Lightcycler MMP1 
 Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95°C 10 Min. 1 
Denaturierung 95°C 5 Sek. 
Annealing 67°C 5 Sek. 
Elongation 72°C 5 Sek. 
60 
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2.11 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung der Daten wurde der Chi-Quadrat-Test bzw. bei 
erwarteten Häufigkeiten <5 der „Fishers exact test“ durchgeführt. Bei einer Stichprobe 
mit dem Umfang n mit 2 qualitativen, dichotomen Variablen werden die beobachteten 
Häufigkeiten mit den, unter der Annahme der Unabhängigkeit, erwarteten Häufigkeiten 
verglichen. Die Nullhypothese lautet: die Variablen sind unabhängig. Die 
Nullhypothese wird verworfen, wenn die berechnete Prüfgröße einen bestimmten Wert 
überschreitet. Dieser Schrankenwert liegt bei einem Freiheitsgrad und einem 
Signifikanzniveau von 5% bei einem Chi-Quadrat-Wert >3,84. 
Bei unabhängigen Variablen werden die erwarteten Werte wie folgt errechnet. 
Tab. 2.24 Statitstische Auswertung 
 Allelvariante A Allelvariante B  
Patienten a b a+b = n1 
Kontrollen c d c+d = n2 
 a+c = m2 b+d = m1 a+b+c+d = n 
 
Der Chi-Quadrat-Test wird dann nach folgender Formel durchgeführt: 
( )
2121
2
2
mmnn
ncbda
⋅⋅⋅
⋅⋅−⋅=χ  
Der exakte Test nach Fisher basiert auf einer hypergeometrischen Verteilung bei 
binomialen unabhängigen Variablen. Er entspricht in der Anwendung dem Chi-
Quadtrat-Test, gibt aber bei kleinen Fallzahlen ein exaktes P an: 
!!!!!
!!!! 2121
dcbaN
mmnnP =  
Um den zweiseitigen Wert zu erhalten, wird das Ergebnis mit 2 multipliziert. 
Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS 11.0 für Windows 
durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 MMP-1 1G/2G  Insertions-Deletions-Polymorphismus  
Für die Untersuchung des Insertions-Deletions-Polymorphismus an Position -1607 vor 
Transkriptionsbeginn konnten 70 Patientenproben ausgewertet werden. Die Analyse 
mittels Lightcycler ergab folgende Allel- und Genotypenverteilung (Tab. 3.1): 
 
Tab. 3.1 Ergebnisse MMP-1 1G/2G Insertions-Deletions-Polymorphismus 
MMP-1   Kontrollen n Frequenz Patienten n Frequenz P 
 Genotype 1G/1G 15 0,172 21  0,3 0.168
  1G/2G 50 0,575 34  0,486  
  2G/2G 22 0,253 15  0,214  
  Total 87   70   
        
 Allele 1G 80 0,460 76  0,543 0.143
  2G 94 0,540 64  0,457  
   174  140   
 
Bei den Patienten wurde das 2G Allel in 45,7% der Fälle nachgewiesen, bei den 
Kontrollen in 54 % der Fälle. Sowohl der homozygote Genotyp 2G/2G, als auch die 
heterozygote Form 1G/2G war ebenfalls in der Gruppe der Patienten seltener 
nachzuweisen. 
Der Vergleich mit dem Kontrollkollektiv ergab keinen signifikanten Unterschied der 
Häufigkeiten des 1G und des 2G-Allels zwischen Patienten und Kontrollen. Auch die 
Verteilung der Genotypen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden 
Gruppen. (Tab. 6.1, S.65, Tab. 6.2, S.65,  Tab. 6.3, S.66, Tab. 6.4, S.66, Abb. 6.1, S.67, 
Abb. 6.2 S.67) 
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3.2 MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
Es wurden 70 Patientenproben mittels Sequenzierung ausgewertet. 
Die Allelverteilung ist in Tab. 3.2 dargestellt. 
Das 5A-Allel konnte bei 52,9% der Patienten im Vergleich zu 48,8% der Kontrollen 
bestimmt werden. Das 6A-Allel dagegen trat mit 47,1% seltener bei den Patienten als 
bei den Kontrollen mit 51,1% auf. In der Untersuchung der Genotypen lag in beiden 
Gruppen das Maximum beim heterozygoten Typ mit 5A/6A. Bei den Patienten war der 
homozygote 5A/5A Typ mit 28,6% häufiger als bei den Kontrollen mit 21,8% 
nachzuweisen. Der homozygote 6A/6A Typ überwog mit 24,1% bei den Kontrollen 
gegenüber 22,8% bei den Patienten. 
Die statistische Auswertung der Genotypenverteilung zeigte keine signifikanten 
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen (Tab. 6.5 S.68, Tab. 6.6, S.68). Auch 
der Vergleich der Allelverteilung erbrachte keine signifikanten Unterschiede (Tab. 6.7, 
S.68, Tab. 6.8, S. 68). Abbildung Abb. 6.3 und Abb. 6.4 zeigen die graphische 
Darstellung der Verteilung. 
Tab. 3.2 Ergebnisse MMP-3 
MMP-3   Kontrollen  n Frequenz Patienten n Frequenz P 
 Genotyp 5A/5A 19 0,218 20 0,286 0.619
  5A/6A 47 0,540 34 0,486  
  6A/6A 21 0,241 16 0,228  
  Total 87   70   
        
 Allele 5A 85 0,488 74 0,529 0.48 
  6A 89 0,511 66 0,471  
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3.3 MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus  
Für die Untersuchung des C/T Insertions-Deletions-Polymorphismus an der Stelle -1562 
vor Transkriptionsbeginn auf dem MMP-9-Gen konnten die Sequenzen von 70 
Patienten ausgewertet werden. 
Es ergab sich die in Tab. 3.3 dargestellte Verteilung. 
In der Untersuchung der Allelverteilung wurde das T-Allel in der Patientengruppe in 
14,3% der Fälle im Vergleich zu 16,7% in der Kontrollegruppe nachgewiesen. Die 
Häufigkeit des C-Allels lag in der Patientengruppe bei 85,7% im Vergleich zu 83,3% in 
der Kontrollgruppen.  
Die Untersuchung der Genotypen zeigte ein häufigeres Vorkommen des C/C-Genotyps 
in der Patientengruppe mit 71,4% im Vergleich zu 67,8% in der Kontrollgruppe. Der 
C/T-Genotyp wurde in der Patientengruppe mit 28,6% seltener als in der 
Kontrollgruppe, 31,0%, gefunden. Der T/T-Genotyp wurde lediglich ein Mal in der 
Kontrollgruppe nachgewiesen, dies entspricht einer Häufigkeit von 1%. In der 
Patientengruppe wurde kein Mal der T/T-Genotyp gefunden. 
Die statistische Auswertung ergab, sowohl in der Untersuchung der Allelverteilung als 
auch der Genotypenverteilung, keinen signifikanten Unterschied zwischen den 
Patienten und dem Kontrollkollektiv (Tab. 6.9, Tab. 6.10, Tab. 6.11, Tab. 6.12 alle S. 
70, Abb. 6.5, S.71, Abb. 6.6, S.71) 
 
Tab. 3.3 Ergebnisse MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus. 
MMP9   Kontrollen  n Frequenz Patienten n Frequenz P 
 Genotype C/C 59  0,678 50 0,714 0.62 
  C/T 27  0,310 20 0,286  
  T/T 1  0,011 0  0  
  Total 87  70   
        
 Allele C 145  0,833 120  0,857 0.563
  T 29  0,167 20 0,143  
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3.4 MMP-9 CA-repeat-Mikrosatellitpolymorphismus  
Mittels Gene Scan wurden 70 Patienten und 87 Kontrollen auf die Häufigkeitsverteilung 
eines CA-repeats im Promoterbereich des MMP-9-Gens untersucht.  
Die Fragmentlänge beschreibt, wie oben erklärt, die Länge des amplifizierten PCR-
Produktes, woraus im Vergleich zu bekannten Längenstandards die Häufigkeit der CA-
Wiederholungen bestimmt werden kann.  
Die Anzahl der Wiederholungen des CA-Basenpaares, die in der Spalte CA-repeats 
abzulesen ist, variierte bei den Patienten zwischen 12 und 24, bei den Kontrollen 
zwischen 13 und 24 (Tab. 3.4). 
Tab. 3.4 Ergebnisse MMP9 CA-Repeat-Mikrosatellit-Polymorphismus 
Fragmentlänge CA-repeats Allele 
Kontrollen 
Frequenz Allele 
Patienten 
Frequenz 
142 12 0  1 0,007 
144 13 2 0,011 5 0,036 
146 14 96 0,551 67 0,478 
148 15 6 0,034 3 0,021 
150 16 0 0 1 0,007 
152 17 0 0 0 0 
154 18 0 0 0 0 
156 19 2 0,011 4 0,028 
158 20 1 0,006 5 0,036 
160 21 19 0,109 23 0,164 
162 22 26 0,149 20 0,142 
164 23 19 0,109 10 0,071 
166 24 3 0,017 1 0,007 
 
In beiden untersuchten Gruppen war die Häufigkeit von Allelen mit 14 CA-repeats am 
höchsten. Dabei fällt auf, dass der erste Peak bei 14 CA in der Patientengruppe mit 
einem Anteil von 47,8% unter dem der Kontrollgruppe mit 55,1% liegt. 
Bei den Patienten findet sich die zweithöchste Häufigkeit mit 16,4% bei 21 CA-repeats, 
gefolgt von 22 CA- repeats mit 14,2%. Bei den Kontrollen liegt der zweithöchste Gipfel 
mit 14,9% bei 22 CA-repeats. Danach folgen mit gleicher Häufigkeit 21 und 23 CA-
Wiederholungen mit jeweils 10,9% (Abb. 6.7, S.73).  
Die statistische Auswertung ergibt keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Patienten- und Kontrollkollektiv (Tab. 6.13, Tab. 6.14, S. 72) 
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3.5 MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
Der A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus an der Position –80 vor 
Transkriptionsbeginn auf dem MMP-12-Gen wurde mittels Sequenzierung untersucht. 
Es wurden 70 Patientenproben und 87 Kontrollproben ausgewertet (Tab. 3.5).  
In der Untersuchung der Genotypenverteilung wurde der A/A-Genotyp in der 
Patientengruppe mit 68,6% am häufigsten nachgewiesen. In der Kontrollgruppe trat 
dieser Genotyp in 82,8% der Fälle auf. Der A/G-Genotyp war sowohl im 
Patientenkollektiv mit 31,4% als auch in der Kontrollgruppe mit 16,1% der am 
zweithäufigsten nachgewiesene Genotyp. Nur in der Kontrollgruppe wurde einmalig ein 
Genotyp mit der Konstellation G/G bestimmt. Dieser Genotyp trat im Patientenkollektiv 
nicht auf (Abb. 6.8, S.75, Abb. 6.9, S.75). 
Die statistische Auswertung zeigte auch hier keinen signifikanten Unterschied zwischen 
Patienten- und Kontrollkollektiv (Tab. 6.17, Tab. 6.18). 
 
Tab. 3.5 Ergebnisse MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
MMP12   Kontrollen  n Frequenz Patienten n Frequenz P 
 Genotyp A/A 72 0,828 48  0,686 0.055
  A/G 14 0,161 22  0,314  
  G/G 1  0,011 0    
  Total 87  70   
        
 Allele A 158 0,908 118 0,843 0.078
  G 16  0,092 22  0,157  
   174  140   
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4 Diskussion 
In den letzten Jahren rückten die Matrixmetalloproteinasen und ihre Bedeutung für 
pathologische Prozesse verstärkt in den Fokus des Interesses. Verschiedene MMP und 
ihr Zusammenhang mit unterschiedlichen Erkrankungen wurden untersucht. Von 
besonderem Interesse sind hier einige Polymorphismen, die in den Promotorregionen 
der Matrixmetalloproteinasen gefunden wurden, und mit denen eine Änderung der 
Expressionsrate der jeweiligen Matrixmetalloproteinasen einhergeht. Diese Änderung 
der Expressionsrate von MMP kann durch Veränderungen des Verhältnisses der 
Kollagenanteile den Aufbau von Gefäßwänden beeinflussen. Der Zusammenhang 
zwischen diesen, die Expressionsrate der Matrixmetalloproteinasen beeinflussenden, 
Polymorphismen und dem Auftreten von zervikalen Dissektionen wurde in der 
vorliegenden Arbeit untersucht. 
4.1 MMP-1 1G/2G Insertions-Deletions-Polymorphismus  
1998 wurde von Rutter et al ein Single-Nukleotid-Polymorphismus in der 
Promotorregion von MMP-1, 1607 Basen vor Transkriptionsbeginn, mit den 
Allelvarianten 1G und 2G beschrieben. MMP-1 baut interstitielles Kollagen vom Typ I, 
II und III ab. Es konnte gezeigt werden, dass die 2G Variante eine funktionelle 
Bedeutung für die Transkriptionsaktivität des MMP-1 Gens hat. Bei Vorliegen des 2G-
Allels entsteht hier eine Bindungsstelle für einen Transkriptionsfaktor der Ets-Familie. 
Die Anlagerung dieses Transkriptionsfaktors führt zu einer Steigerung der 
Transkriptionsaktivität und damit zu erhöhten MMP-1 Konzentrationen. In Rutters 
Studie wurde die Transkriptionsaktivität nach dem Prinzip des Luciferase-Assays 
mittels Bestimmung der Biolumineszenz charakterisiert [39]. 
Koullias et al zeigten in einer Studie eine erhöhte Expression von MMP-1 und MMP-9 
in Gefäßwandabschnitten thorakaler Aortenaneurysmata. Der Polymorphismus wurde in 
der Studie von Koullias jedoch nicht betrachtet [25]. 
Von mehreren Autoren wurde der Einfluss von MMP-1 auf Tumorentwicklung und –
Metastasierung untersucht. In der Tumorentwicklung und Tumormetastasierung spielt 
der Abbau der extrazellulären Matrix eine Schlüsselrolle. MMP-1 baut fibrilläres 
Kollagen, eine der bedeutensten Bestandteile der extrazellulären Matrix des 
interstitiellen Bindegewebes, ab. Somit wurde die Expressionsstärke von MMP-1 in 
Bezug zu Tumorhäufigkeit und Metastasierung untersucht. In den Studien konnte eine 
Erhöhung der MMP-1 Konzentration bei Vorliegen des 2G-Allels nachgewiesen 
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werden, und diese Erhöhung mit Tumorinvasion und –metastasierung korreliert werden 
[39][21][58]. 
Kanamori et al zeigten bei Patientinnen mit einem Ovarial-Karzinom eine höhere 
MMP-1-Expression in Tumorgewebe von Trägerinnen des 2G-Allels. Zudem war auch 
die Häufigkeit des 2G-Allels im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht. Es konnte so eine 
Korrelation zwischen dem Polymorphismus und der Entwicklung und Progression des 
Ovarialkarzinoms, sowie zwischen Polymorphismus und MMP-1-Expression dargelegt 
werden [21]. 
Die funktionelle Bedeutung des 2G-Allels wurde auch von Fujimoto et al untersucht. 
Hierbei wurde die erhöhte MMP-1-Aktivität im Zusammenhang mit vorzeitigem 
Blasensprung und Frühgeburtlichkeit untersucht. Da das interstitielle Kollagen, welches 
den Amnionhüllen ihre Zugfestigkeit verleiht, von MMP-1 abgebaut wird, wurde 
vermutet, das eine erhöhte MMP-1-Expression bei Vorliegen des 2G-Alles einen 
Einfluss auf einen vorzeitigen Blasensprung haben kann. Es wurde eine höhere 
Transkriptionsaktivität des 2G-Allels in Zellkulturuntersuchungen von Amnionzellen 
bestätigt. Des weiteren wiesen Fujimoto et al. einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen dem Vorliegen des 2G-Allels und dem Auftreten von  PPRMO (Preterm 
Premature Rupture of the Fetal Membrane), also einem vorzeitigen Blasensprung, und 
damit verbundenen Frühgeburten nach [9]. 
Juradja et al untersuchten den Zusammenhang zwischen Präeklampsie und diesem 
Polymorphismus. Während der Schwangerschaft ändert sich der Wandaufbau der 
dezidualen Spiralarterien. Die glatten Muskelzellen werden durch ein amorphes 
fibrinoides Gewebe ersetzt, welches die Umwandlung der muskulären Endarterien zu 
weiten Sinus bewirkt. Juradja vermutete einen Zusammenhang zwischen einer 
erniedrigten MMP-1 Expression und vermindertem vaskulären Umbau, der bei der 
Präeklampsie signifikant nachzuweisen ist. Er verglich 58 schwangere Frauen mit 
Präeklampsie mit 100 schwangeren Frauen ohne Präeklampsie. Es wurden jedoch keine 
signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen gefunden [20]. 
In einer Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der allelspezifischen MMP-1-
Erhöhung und dem Auftreten abdomineller Aortenaneurysmen nachgewiesen werden 
[33][25].  
Auch die Korrelation von Polymorphismus und Veränderungen an intrakraniellen 
Gefäßen wurde untersucht. So vermuteten Ghilardi et al einen Zusammenhang zwischen 
dem 2G-Allel und Stenosen der Arteria carotis interna. Sie fanden keinen signifikanten 
Zusammenhang zwischen dem 2G-Allel und arteriellen Stenosen, konnten aber ein 
dreifach erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer Stenose bei kombiniertem 
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homozygotem Auftreten des 2G-Allels mit dem 6A-Allel auf dem MMP-3-Gen 
nachweisen [10]. 
Zhang et al untersuchten 2001 an einem südenglischen Kollektiv neben dem 
Polymorphismus im MMP-1 Gen auch Polymophismen auf MMP-3, MMP-9 und 
MMP-12 und ihren Zusammenhang mit intrakraniellen Aneurysmen. Für alle fünf 
Polymorphismen wurde in früheren Studien ein allelspezifischer Einfluss auf die 
Transkriptionsaktivität des Promotors nachgewiesen. Das von Zhang gewählte 
Patientenkollektiv bestand aus 93 Patienten mit Subarachnoidalblutung, deren Ursache 
ein intrakranielles Aneurysma war. Die Kontrollgruppe bestand aus 158 gesunden 
Personen. Während der Entwicklung und letztendlichen Ruptur eines Aneurysmas 
kommt es zu einem Abbau vaskulärer Strukturproteine. Der Abbau von Elastin führt zur 
Dilatation, der Abbau von Kollagenen schließlich zur Ruptur. Von Zhang et al wurden 
Matrixmetalloproteinasen mit proteolytischer Aktivität gegen diese Strukturproteine 
betrachtet. Dazu wurden die entsprechenden Abschnitte der DNA durch PCR 
vervielfältigt und mittels Restriktionsverdau auf die vorbeschriebenen Polymorphismen 
überprüft. Der Mikrosatellit-Polymorphismus auf MMP-9, der auch in der vorliegenden 
Arbeit untersucht wurde, wurde von Zhang mittels Gene-Scan untersucht. In Zhangs 
Studie konnte ein Einfluß des Polymorphismus im Promoterbereich des MMP-1-Gens  
auf die Wahrscheinlichkeit für ein intrakranielles Aneurysma nicht nachgewiesen 
werden [55]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Promotorbereich von MMP-1 auf den oben 
genannten 1G/2G-Polymorphismus untersucht. Die Annahme, bei Patienten mit 
Dissektionen der hirnversorgenden Gefäße eine erhöhte Häufigkeit des 2G Alles mit 
erhöhter Transkriptionsaktivität des MMP-1 Gens zu finden, konnte im Rahmen dieser 
Dissertation nicht bestätigt werden. In der Gruppe der Patienten wurde in der 
Untersuchung der Allelverteilung in 45,7 % das 2G-Allel nachgewiesen, in der 
Kontrollgruppe in 54 %. Auch die Untersuchung der Genotypen zeigte ein häufigeres 
Vorkommen des homozygoten Auftretens des 2G/2G-Allels in der Kontrollgruppe. 
Damit entsprechen die Ergebnisse nicht den im Vorfeld angestellten Überlegungen.  
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4.2 MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus  
1612 Basenpaare vor Transkriptionsbeginn des MMP-3-Gens befindet sich ein 
Deletions-Insertions-Polymorphismus. Dieser Polymorphismus zeichnet sich durch die 
Wiederholung von 5 bzw. 6 Adenosinbasen  aus (5A/6A) und wurde von Ye et al. zum 
ersten Mal beschrieben [52]. 
Für das 6A-Allel konnte eine niedrigere Promotoraktivität als für das 5A-Allel 
nachgewiesen werden. Durch einen Transkriptionsfaktor der bevorzugt an das 6A-Allel 
bindet und repressorisch auf die Transkriptionsrate wirkt, kommt es zu einer 
verminderten Transkriptionsaktivität. Bei Vorliegen des 5A-Allels bindet dieser 
repressorische Transkriptionsfaktor schlechter, was zu einer erhöhten 
Transkriptionsaktivität führt. Das bedeutet, dass bei Vorliegen des 5A-Allels eine 
höhere MMP-3-Aktivität als bei Vorliegen des 6A-Allels zu erwarten ist [52]. 
MMP-3 degradiert eine große Bandbreite extrazellulärer Matrixproteine und konnte 
zusammen mit anderen Matrixmetalloproteinasen in atherosklerotischen Läsionen 
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wird vermutet, dass MMP-3 eine wichtige 
Rolle in der Plaque-Ruptur und damit bei der Entstehung kardialer ischämischer 
Ereignisse spielt. So konnte in einer japanischen Fall-Kontroll-Studie eine erhöhte 
Häufigkeit des 5A-Allels bei Patienten mit Myokardinfarkt im Vergleich zur 
Kontrollgruppe nachgewiesen werden [43]. Auf der anderen Seite konnte ein 
beschleunigtes Wachstum koronarer Atherome mit dem 6A-Allel korreliert werden. 
Dies wird durch eine Akkumulation vaskulärer Bindegewebsstrukturen erklärt. Durch 
die niedrigere Promoteraktivität im Falle des 6A-Allels und damit einer ungenügenden 
MMP-3-Expression kommt es zu einem ungenügendem Abbau dieser Strukturen [52]. 
Dieses Ergebnis wird durch eine Studie unterstützt, die bei Vorliegen des homozygoten 
6A/6A Genotypes eine signifikant erhöhte Dicke der Wand der Arteria carotis 
nachweisen konnte [11]. 
Den Ergebnissen der vorgenannten Studie entsprechend konnten Ghilardi et al. 2002 ein 
signifikant häufigeres Vorkommen des 6A-Allels bei Patienten mit Stenosen der Arteria 
carotis interna nachweisen. Ghilardi untersuchte in dieser Studie auch die Kombination 
des 5A/6A Polymorphismus des MMP-3-Gens mit dem zuvor betrachteten 1G/2G 
Polymorphismus des MMP-1-Gens. Für die Kombination der homozygoten Genotypen 
6A/6A auf MMP-3 mit 2G/2G auf MMP-1 konnte ein dreifach erhöhtes Risiko für eine 
Stenose der Arteria carotis interna gezeigt werden. Hierbei ist zu bemerken, dass das 6A 
Allel mit einer erniedrigten, das 2G-Allel auf MMP-1 mit einer erhöhten 
Transkritpionsaktivität einhergeht [10]. 
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Zhang et al, die ein britisches Kollektiv untersuchten, sowie die finnische Studie von 
Yoon et al konnten keinen Zusammenhang zwischen dem 5A/6A Polymorphismus und 
der Häufigkeit zerebraler Aneurysmata nachweisen. Jedoch zeigte die Studie von Yoon 
et al eine Korrelation des 5A Allels mit abdominellen Aneurysmata [56]. Somit muss 
man sagen, dass die bisher durchgeführten Studien über den Einfluss des MMP-3-
Polymorphismus auf die Entstehung von cerebralen Arterienstenosen und Aneurysmata 
widersprüchliche Ergebnisse erbracht haben. 
Werden die Studien zu Stenosen von kardialen und cerebralen Gefäßen verglichen, 
werden auch hier unterschiedliche Ergebnisse deutlich. Bei Zhang et al konnte der 
Polymorphismus, der zu einer erhöhten Transkriptionsaktitivät der 
Matrixmetalloproteinase führt, mit dem Auftreten von Stenosen durch koronare 
Atherosklerose korreliert werden. Ghilardi dagegen zeigte einen Zusammenhang einer 
Kombination von Genotypen mit gegensätzlichem Einfluss auf die 
Transkriptionsaktivität (6A/6A und 2G/G), mit dem Auftreten von Stenosen der Arteria 
carotis interna. 
Die Tatsache, dass sowohl eine erhöhte Transkriptionsaktiviät der MMP, als auch eine 
Verminderung dieser Aktivität mit atherosklerotischen Gefäßstenosen korreliert werden 
kann, lässt vermuten, dass sich synergistische Effekte der jeweiligen Genotypen in 
Bezug auf Stenoseausbildung (6A/6A) und Plaque-Instabilität (2G/2G) ergeben. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Polymorphismus an Position -1612 auf MMP-3  
und sein Zusammenhang mit Dissektionen der hirnversorgenden Arterien untersucht. 
Die Annahme bei den Patienten mit einer Dissektion ein erhöhtes Vorkommen des 5A 
Allels mit der Folge einer erhöhten Transkriptionsaktivität zu finden, konnte bestätigt 
werden. Bei 52,9 % der Patienten-Allele wurde das 5A-Allel nachgewiesen, jedoch nur 
bei 48,8 % der Kontrollen. 
Im Vergleich der Genotypen findet sich in der Patientengruppe mit 28,6% im Vergleich 
zu 21,8% bei den Kontrollen ein höherer Anteil des homozygoten 5A/5A Genotyps. 
Diese Ergebnisse entsprechen den im Vorfeld der Arbeit angestellten Überlegungen. 
Beide Ergebnisse müssen jedoch auf Grund der kleinen Patientenzahl als nicht 
signifikant betrachtet werden. 
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4.3 MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus  
MMP-9 wird auch als Gelatinase-B oder 92-kDa type IV Collagenase bezeichnet. Es 
zeigt eine proteolytische Aktivität gegen Gelatin und Typ IV Kollagen, einem wichtigen 
Bestandteil der Basalmembran, sowie gegen Proteoglycan-Core-Protein und Elastin. 
Unter der Annahme, dass Sequenzvariationen in der Promotorregion des Gelatinase-B-
Gens einen Einfluss auf die Menge des gebildeten Enzyms haben, suchten Zhang et al. 
1999 nach unbekannten Polymorphismen im Promotorbereich. Es wurde ein Single-
Nucleotid-Polymorphismus an der Position -1562 vor Transkriptionsbeginn gefunden. 
Hier wird eine Cytosinbase durch eine Thyminbase ersetzt. Außerdem wurde 
nachgewiesen, dass eine Sequenz um diesen Polymorphismus herum bestehend aus 9 
Basenpaaren (Pos. -1567 bis -1559), regulierend auf die Transkriptionsaktivität wirkt, 
da sie eine Bindungsstelle für ein Transkriptionsrepressorprotein bildet. Die 
Promotoraktivität wurde durch Klonierung der Promotorsequenz jeweils mit einem 
Cytosin oder Thymidin an der Stelle –1562 geprüft. Die Promotorsequenz wurde in 
einen Vektor transferiert, der die kodierende Sequenz für Leuchtkäfer-Luciferase 
enthielt. Nach 24 Stunden wurde die Luciferase-Aktivität in den Zellen gemessen, 
womit auf die Promotor-Aktivität geschlossen werden konnte. Im Falle des Thymidin 
an Position –1562 wurde eine um den Faktor 1,5 höhere Aktivität bestimmt.  
Da die Gelatinase-B für den Ab- und Umbau des Kollagens Typ IV, einem Bestandteil 
der arteriellen Basalmembran, wichtig ist, und eine erhöhte Expression des Enzyms in 
atherosklerotischen Plaques gefunden wurde, wurde durch die Studienergebnisse eine 
Verbindung zwischen Polymorphismus und kardialen Gefäßerkrankungen hergestellt. 
In seiner Studie untersuchten Zhang et al Patienten mit koronarer Atherosklerose. 
Zhang et al zeigten ein erhöhtes Level an MMP-9-Protein bei Individuen mit den 
Genotypen C/T oder T/T. Daraus wurde eine verminderte Bindungsfähigkeit des 
Transkriptionsrepressorproteins im Falle des T-Allels abgeleitet. Somit führt das 
Vorliegen des T-Allels konsekutiv zu einer erhöhten MMP-9-Aktivität und damit zu 
einer verstärkten Prädisposition für die Ruptur atheromatöser Plaques. 
Der Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und dem Auftreten eines 
Herzinfarktes wurde an 584 männlichen Personen untersucht. Die Ergebnisse wurden 
mit denen von 645 gesunden, männlichen Kontrollpersonen verglichen. Es konnte kein 
signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Kontrollpersonen nachgewiesen 
werden. 
Zusätzlich wurden Patienten mit Stenosen der Herzkranzgefäße erfasst. Bei Patienten 
mit Stenosen von zwei oder drei Herzkranzgefäßen war die Allelhäufigkeit des C/T- 
sowie des T/T-Genotyps im Vergleich zu Erkrankten mit nur einem stenosierten Gefäß 
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erhöht. Somit korrelierte das Vorliegen des T-Allels, welches eine erhöhte MMP-9-
Promotoraktivität bedingt, mit dem Vorhandensein von Stenosen an zwei oder drei 
Koronararterien.  
Zhang et al prüften die Beziehung zwischen Polymorphismus und subarachnoidalen 
Blutungen in Folge eines ruptuierten zerebralen Aneurysmas. Zwischen den 92 
Patienten und 158 gesunden Kontrollpersonen konnte kein Unterschied in der 
Häufigkeit des C- oder T-Allels gefunden werden [57]. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein vermehrtes Vorkommen des T-Allels bei 
Patienten mit Dissektionen vermutet. Da das T-Allel, wie oben beschrieben, eine 
erhöhte Promotoraktivität bedingt, ist ein verstärkter Abbau der vaskulären 
Strukturproteine zu erwarten, was wiederum für die Entstehung einer Dissektion 
ursächlich sein kann. In der Patientengruppe war das T-Allel in 14,3 % nachzuweisen. 
In der Kontrollgruppe lag die Häufigkeit des T-Allels bei 16,7 %. Die 
Genotypenverteilung zeigte bei 28,6 % der Patienten im Vergleich zu 31% der 
Kontrollen den heterozygoten Genotyp C/T. Der homozygote T/T Genotyp wurde 
lediglich ein Mal in der Kontrollgruppe gefunden. In der Patientengruppe wurde er nicht 
nachgewiesen. Die Vermutung, in der Patientengruppe ein vermehrtes Auftreten des T-
Allels nachweisen zu können, hat sich somit nicht bestätigt. 
Unsere Ergebnisse entsprechen einer Studie aus dem Jahr 2004 von Wagner et. al, die 
ebenfalls den Zusammenhang zwischen diesem Polymorphimus und der 
Wahrscheinlichkeit für eine zervikale Dissektion untersuchte. Auch in dieser Studie 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen gezeigt 
werden [47]. 
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4.4 MMP-9 CA-Repeat-Mikrosatellit-Polymorphismus  
Ein weiterer Polymorphismus mit funktionaler Bedeutung ist der Mikrosatellit-
Polymorphismus auf dem MMP-9-Gen. Es handelt sich um einen Dinukleotid-Repeat 
von Cytosin und Adenosin (CA). Die Anzahl der CA Wiederholungen variiert zwischen 
13 und 26 und hat Einfluss auf die Transkriptionsaktivität des Gens. Rutter et al zeigten, 
dass ein Gen mit 14 CA Wiederholungen nur 60% der Transkriptionsaktivität eines 
Gens mit 23 CA Wiederholungen aufweist [39]. 
Dieses Ergebnis konnten Peters et al bestätigen. In Peters Untersuchung ergab sich eine 
Aktivität von 59% bei 14 CA-repeats, 36% bei 21 CA-repeats und 61% bei 22 CA-
repeats im Verhältnis zu 23 CA-Wiederholungen mit einer Aktivität von 100%. Die 
Aktivität des 14, des 21, 22 und 23-CA Repeats wurde untersucht, da diese vier die am 
häufigsten vorkommenden Allele in der Normalbevölkerung darstellen. Unter der 
Annahme, dass insbesondere MMP-9 für den Abbau von Kollagen Typ IV, 
Proteoglykan-Core-Protein und Elastin zuständig ist, und damit bei erhöhter Aktivität 
zur Entstehung von intrakraniellen Aneurysmen (ICA) beitragen könnte, untersuchte er 
den Zusammenhang zwischen Mikrosatellit-Polymorphismus und ICA. Es wurden 
Blutproben von 76 Patienten mit einem intrakraniellen Aneurysma mittels PCR und 
anschließender Sequenzierung untersucht. In der Studie konnte eine Korrelation 
zwischen dem 23-CA-Allel und dem Auftreten von ICA nachgewiesen werden. Der 
Anteil des 23-CA-Allels lag bei den Patienten bei 18%, während die Kontrollen nur zu 
9% dieses Allel trugen. Das Allel mit der im Verhältnis zum 23-CA-Repeat 
zweithöchsten Transkriptionsaktivität, das 22-CA-Allel, wurde bei den Patienten nur in 
9%, bei den Kontrollen in 19% der Fälle nachgewiesen. Der 14-CA-Repeat mit einer 
relativen Transkriptionsaktivität von 59% im Vergleich zum 23-CA-Repeat wurde bei 
den Patienten in 42%, bei den Kontrollen in 51% der untersuchten Proben 
nachgewiesen. Der 21-CA-Repeat trat bei den Patienten in 21% bei den Kontrollen in 
16% auf. Die 76 Patienten sowie die 93 Kontrollen stammen aus Pittsburgh/ West 
Pennsylvania [35]. 
Zhang et al konnten im Gegensatz zu Peters et al  keinen Zusammenhang zwischen der 
Anzahl der CA-Wiederholungen und ICA feststellen. Zhang et al untersuchten 92 
Patienten mit ICA und 158 Kontrollpersonen. Es wurden keine signifikanten 
Unterschiede der Allelhäufigkeiten und der Verteilung der Genotypen zwischen beiden 
Gruppen gefunden [55]. 
Die divergierenden Ergebnisse sind möglicherweise durch die Untersuchung 
unterschiedlicher Patientenkollektive zu erklären. Peters et al untersuchten ein Kollektiv 
aus den Vereinigten Staaten, während Zhang eine europäische Patientengruppe 
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untersuchte. Möglicherweise beruht der Nachweis der Korrelation des 23-CA-repeats 
mit ICA bei Peters auf der genetischen Heterogenität der untersuchten 
nordamerikanischen Bevölkerungsgruppe. 
Wagner et al untersuchten eine Patientengruppe mit Dissektionen der zervikalen Gefäße 
auf eine mögliche Assoziation mit diesem Mikrosatellit-Polymorphismus. In einer aus 
52 Patienten und 52 Kontrollen bestehenden Gruppe wurde kein signifikanter 
Unterschied in der Verteilung der verschiedenen Fragmentlängen gefunden [47]. 
 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientengruppe entspricht sowohl in der 
Größe als auch in der betrachteten Population der von Wagner untersuchten Gruppe. 
Es wurde vermutet, dass das Allel mit 23-CA-Wiederholungen in der Patientengruppe 
häufiger nachzuweisen ist, da es zu einer erhöhten Aktivität von MMP-9, und damit zu 
einem erhöhten Abbau von Kollagen IV als Bestandteil der Basalmembran führt. Das 
23-CA-Allel, welches zu einer erhöhten Transkriptionsaktivität führt, konnte bei 7,1% 
der Patienten und bei 10,9 % der Kontrollen nachgewiesen werden. Damit entspricht 
das Ergebnis nicht den Hypothesen im Vorfeld der Studie, die eine erhöhte Rate des 23-
CA-Allels bei Patienten mit Dissektionen annahmen. Es fällt auf, dass das 21-CA-Allel, 
welches in vorhergehenden Studien mit einer deutlich erniedrigten 
Transkriptionsaktivität korreliert werden konnte bei den Patienten in 16,4% der Fälle 
auftrat, jedoch nur in 10,9% bei den Kontrollen. Das 14–CA-Allel, dessen 
Transkriptionsaktivität in früheren Studien oberhalb der Aktivität des 21-CA-Allels lag, 
ist bei den Kontrollen mit 55,2 % wiederum häufiger als bei den Patienten mit 47,9 %. 
In Zusammenschau ist zu sagen, dass die Annahme, dass die Allele, die eine erhöhte 
Transkriptionsaktivität der Gene bewirken, bei Patienten mit Dissektionen häufiger 
auftreten, nicht zu bestätigen ist. Es fällt auf, dass die Allele, welche eine niedrigere 
Transkriptionsaktivität bewirken, bei den Patienten häufiger nachgewiesen werden 
können. Diese Ergebnisse sind im Rahmen der geringen Studiengröße jedoch nicht 
signifikant. Trotzdem ist ein indirekter Einfluss einer verminderten 
Transkriptionsaktivität auf die Entstehung von Dissektionen nicht auszuschließen.  
Die Tatsache, dass in dieser Arbeit eine größere Bandbreite von Wiederholungen der 
CA-Gruppe als in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte, ist möglicherweise mit der 
Verbesserung der Messgenauigkeit zu erklären. Möglicherweise ist hiermit auch das 
Ergebnis der Studie aus von Peters et al Pennsylvania zu erklären, in der nur bis zu 23 
CA-Wiederholungen nachgewiesen wurden. In den Studien von Zhang und Wagner 
sowie in der vorliegenden Arbeit wurden dagegen bis zu 26 CA-Wiederholungen 
bestimmt. Desweiteren wurde auch kürzere Frequenzen von 12 und 13 CA-repeats 
ermittelt, die in den anderen Studien nicht nachgewiesen wurden. Es erscheint möglich, 
58 Diskussion 
dass auf Grund der Messungenauigkeit die signifikant höhere Anzahl bei 23 CA-
Wiederholungen auftrat, da längere CA-Frequenzen nicht genauer differenziert werden 
konnten. Die erhöhte Messgenauigkeit in der vorliegenden Arbeit ist mit der Tatsache 
zu erklären, dass im Rahmen jeder Fragmentlängenbestimmung auch standardisierte 
Klone bekannter Länge vermessen wurden. Somit sind Ungenauigkeiten in der 
Fragmentlängenbestimmung durch ständigen Vergleich mit den bekannten Klonen 
weniger wahrscheinlich. 
Tab. 4.1 MMP- 9 CA repeat, Vergleich mehrer Studien 
 Patienten (Häufigkeit in %) Kontrollen (Häufigkeit in %) 
Anzahl 
CA-
repeats 
Peters Zhang Wagner 
Eigene 
Ergebnisse
Peters Zhang Wagner 
Eigene 
Ergebnisse
12 0 0 0 0,7 0 0 0 0  
13 0 0 0 3,6 0 0 0 1,1 
14 42 53,9 62,5 47,8 51 56,9 56,7 55,1 
15 1 2,8 3,8 2,1 2 3,7 2,8 3,4 
16 0 0 0 0,7 0 0 0 0  
17 0 0,6 0 0  0 0 0 0 
18 0 0 0 0  0 0 0 0 
19 4 0 0,9 2,8 1 0 1,9 1,1 
20 4 1,7 1,9 3,6 2 0,5 1,9 0,6 
21 21 2,8 13,5 16,4 16 2,1 14,4 10,9 
22 9 18,0 13,5 14,2 19 16,0 12,5 14,9 
23 18 17,4 3,8 7,1 9 17,0 7,7 10,9 
24 0 1,7 0 0,7 0 3,2 1,9 1,7 
25 0 0,6 0 0 0 0,5 0 0 
26 0 0,6 0 0 0 0 0 0 
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4.5 MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus  
MMP-12 zeigt proteolytische Aktivität gegen Elastin, Laminin, Vitronectin und Typ IV 
Kollagen. Elastin ist die Hauptkomponente der elastischen Fasern, die Geweben ihre 
Elastizität verleihen. Ein Abbau des Elastins durch MMP-12 beeinflusst somit die 
Elastizität von Geweben. MMP-12 wird auch von Makrophagen im Rahmen von 
inflammatorischen Prozessen abgegeben. Durch den Abbau von Bestandteilen der 
Basalmembran ermöglicht das Enzym den Makrophagen so die Einwanderung in 
entzündete Gewebe. Auch in atherosklerotischen Plaques konnte die Expression von 
MMP-12 durch Makrophagen nachgewiesen werden, wodurch Plaquestabilität und 
Plaqueruptur beeinflusst werden [15]. 
Jormsjö et al. beschrieben für MMP-12 erstmals einen Single-Nucleotid-
Polymorphismus an Position -82 vor Transkriptionsbeginn. Der Polymorphismus mit 
den beiden Allelen Adenosin und Guanin an dieser Position beeinflusst die Bindung des 
Transkriptionsfaktor-Bindungsproteins AP-1. Dabei zeigt das AP-1 eine höhere 
Bindungsaffinität zum A-Allel als zum G-Allel. In der Folge wurde eine höhere 
Transkriptionsaktivität bei Vorliegen des A-Allels beobachtet [19]. 
In der gleichen Studie von Jormsjö et al. wurde eine Korrelation von höherer 
Promotoraktivität und kleinerem Durchmesser der Koronargefäße gefunden. Diese 
Tatsache wird damit erklärt, dass Abbauprodukte des Elastins chemotaktisch 
Leukozyten aktivieren und somit zu Entzündung und Plaquebildung beitragen könnten. 
Desweiteren wird der verminderte Durchmesser mit abnehmender Elastizität durch 
Elastolyse sowie möglicher direkter Beeinflussung des Gefäßtonus durch Spaltprodukte 
der Elastolyse erklärt [19]. 
In anderen Studien wurde eine höhere elastolytische Aktivität eher mit erweiterten 
Gefäßdurchmessern korreliert [10][57]. 
Zhang et al untersuchten neben anderen Polymorphismen auch diesen auf dem MMP-
12-Gen an Position 82 vor Transkriptionsbeginn im Zusammenhang mit dem Auftreten 
intrakranieller Aneurysmata. Zwischen den 92 untersuchten Patienten und den 142 
Kontrollpersonen aus Groß-Britannien zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in 
Genotypen- und Allelhäufigkeiten [55]. 
 
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen diesem 
Polymorphismus und dem Auftreten intrakranieller Dissektionen untersucht. Auf Grund 
der erhöhten Transkriptionsaktivität bei Vorliegen des A-Allels wurde das vermehrte 
Auftreten dieses Allels in der Patientengruppe vermutet. Diese Hypothese kann nicht 
bestätigt werden. Im Vergleich der Allelhäufigkeiten wurde das A-Allel in der 
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Patientengruppe in 84,3% nachgewiesen, bei den Kontrollen jedoch in 90,8%. Auch die 
Untersuchung der Genotypen bestätigte die Vermutung nicht. Ein homozygotes 
Vorliegen des Adenosins an dieser Position wurde bei 68,6 % der untersuchten 
Patienten nachgewiesen, jedoch bei 82,8 % der Kontrollgruppe. Somit kann auch die 
Annahme, dass ein homozygotes Vorliegen des Adenosins im Zusammenhang mit dem 
Auftreten von Dissektionen steht, nicht bestätigt werden. Sowohl die Genotypen- als 
auch die Alleluntersuchung zeigt ein vermehrtes Vorkommen des A-Allels in der 
Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis entspricht auch den Untersuchungen der zuvor 
beschriebenen Polymorphismen.  
Obwohl die Ergebnisse im Rahmen der kleinen untersuchten Gruppe nicht signifikant 
sind, ist ein indirekter Einfluß einer verminderten Transkriptionsaktivität des MMP-12 
in der Entstehung von Dissektionen nicht auszuschließen. Die Untersuchung eines 
größeren Patientenkollektives war im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, da zum 
jetzigen Zeitpunkt keine weiteren Patientenproben vorliegen. 
 
In Zusammenschau aller untersuchten Polymorphismen ist festzustellen, dass bis auf 
den 5A/6A Polymorphismus auf MMP-3 jeweils in der Patientengruppe ein häufigeres 
Auftreten desjenigen Allels mit geringerer Transkriptionsaktivität gefunden wurde. 
Damit wurden die im Vorfeld der Studie angestellten Überlegungen des Überwiegens 
der transkriptionsfördernden Allelvarianten in der Gruppe der Patienten nicht bestätigt. 
Im Rahmen des kleinen Patientenkollektives sind die Ergebnisse jedoch nicht 
signifikant.  
Es ist zu vermuten, dass die Matrixmetalloproteinasen Einfluss auf die Entstehung von 
zervikalen Dissektionen haben, jedoch scheint die Prädisposition nicht durch 
Veränderungen einzelner Enzymaktivitäten  erklärbar zu sein.  
Möglicherweise sind die divergierenden Ergebnisse dadurch zu erklären, dass das 
komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen Matrixmetalloproteinasen in einem 
empfindlichen Gleichgewicht steht. Bei Entstehung eines Ungleichgewichtes, sei es 
durch vermehrten oder verminderten Abbau einzelner Bestandteile der Gefäßwand 
kommt es zu Verlust von Elastizität, Zunahme der Gefäßwanddicke und Induzierung 
von Entzündungsreaktionen. Die Kombination dieser Faktoren kann zu einer erhöhten 
Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Dissektion führen. 
Es sind diesbezüglich auch weitere Effektoren der MMP zu betrachten, hier sind die 
inhibitorisch wirkenden Tissue Inhibitor of metalloproteinases (TIMP) zu nennen. 
Polymorphismen in den Promotorbereichen dieser Enzyme können zu Veränderung der 
Aktivitätsregulierung von TIMP, und damit auch der MMP, führen. Damit sind 
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Verschiebungen der MMP-Aktivität möglich, ohne dass diese Veränderungen direkt auf 
den die MMP kodierenden Genen determiniert sind. 
Desweiteren fehlen zum jetzigen Zeitpunkt morphologische Untersuchungen der 
Gefäßwand von Patienten mit zervikalen Dissektionen, in denen die Konzentration der 
Matrixmetalloproteinasen in diesen Gefäßabschnitten  quantifiziert wurde. 
Um die unterschiedlichen Ergebnisse vorangegangener Studien beurteilen zu können, 
muss auch die Tatsache betrachtet werden, dass genetisch sehr unterschiedliche 
Populationen betrachtet wurden. 
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5 Zusammenfassung 
Dissektionen der hirnversorgenden Gefäße sind insbesondere bei jungen Patienten eine 
bedeutende Ursache ischämischer Schlaganfälle. Unter einer Dissektion versteht man 
eine Einblutung in die Arterienwand, die einerseits eine Lumenobstruktion des Gefäßes, 
andererseits die Bildung eines Embolus mit konsekutiver Ischämie in den peripheren 
Gefäßabschnitten zur Folge haben kann. 
Als Ursachen von Dissektionen sind zum einen kleinere und größere Traumata zu 
nennen. Anamnestisch ist jedoch nur in etwa der Hälfte der Fälle ein vorangegangenes 
Trauma zu eruieren. 
Bei ca. 5% der Patienten mit einer Dissektion können Erkrankungen des 
Bindegewebsaufbaus, wie das Ehler-Danlos-Syndrom, das Marfan-Syndrom oder die 
fibromuskuläre Dysplasie nachgewiesen werden. Jedoch fielen auch bei Patienten ohne 
erbliche Bindegewebserkrankung Veränderungen des Bindegewebsaufbaus und 
familiäre Häufungen von Dissektionen auf, was auf einen, von den oben genannten 
unabhängigen, Defekt im Aufbau der extrazellulären Matrix hinweisen könnte. 
Die am Auf- und Umbau der extrazellulären Matrix beteiligten 
Matrixmetalloproteinasen bilden eine Gruppe von Enzymen, die durch 
Ungleichgewichte in ihrer Aktivierung und Inhibition zu solchen Veränderungen der 
Bindegewebsmorphologie, insbesondere der der Kollagene, beitragen können.  
Bei Patienten mit Dissektionen konnte unter anderem eine Verminderung des Kollagen 
III im Aufbau der Gefäßwand nachgewiesen werden, wobei weder die Expressionsrate 
noch das Kollagen an sich verändert war. Aus diesem Grund kann die Ursache der 
verminderten Kollagenrate in den die extrazelluläre Matrix beeinflussenden Enzymen, 
den Matrixmetalloproteinasen, begründet liegen.  
In den letzten Jahren wurden in den Promotorregionen verschiedener 
Matrixmetalloproteinasen Polymorphismen identifiziert. Es wurde nachgewiesen, dass 
diese Polymorphismen allelspezifische Effekte auf die Regulierung der MMP-
Expression haben und mit diversen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden 
können. 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang von Polymorphismen im 
Promotorberich der Matrixmetalloproteinasen mit dem Auftreten von Dissektionen der 
zervikalen Gefäße untersucht. Es wurden 5 Polymorphismen ausgewählt, für die in 
anderen Studien aus unterschiedlichen medizinischen Bereichen jeweils eine 
Veränderung der Expressionsrate der Matrixmetalloproteinasen gezeigt werden konnte. 
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Bei diesen Polymorphismen handelt es sich um einen Deletions-Insertions-
Polymorphismus 1607 Basenpaare vor Transkriptionsbeginn auf dem MMP-1 Gen mit 
den Allelvarianten 1G/2G. Desweiteren wurde ein weiterer Deletions-Insertions-
Polymorphismus auf dem MMP-3-Gen an Position 1612 vor Transkriptionsbeginn mit 
den Allelvarianten 5A/6A untersucht. Auf dem MMP-9-Gen wurde ein Single-
Nucleotid-Polymorphismus 1562 Basenpaare vor Transkriptionsstart mit den Allelen C 
und T, sowie ein Mikrosatellitpolymorphismus  betrachtet. Außerdem wurde auf dem 
MMP-12-Gen ein Single-Nucleotid-Polymorphismus 80 Basenpaare vor 
Transkriptionsstart untersucht. 
Patienten mit zervikalen Dissektionen, die in der neurologischen Klinik der Uniklinik 
Aachen behandelt wurden, wurden mit einem Kontrollkollektiv mittels Genotypisierung 
verglichen. Zur Genotypisierung kamen unterschiedliche Methoden wie DNA-
Sequenzierung, Real-Time-PCR und Fragmentlängenuntersuchung zum Einsatz. 
Die Hypothese, dass die ausgewählten Polymorphismen in der Pathogenese cervikaler 
Dissektionen eine signifikante Rolle spielen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 
bestätigt werden. Die statistische Analyse zeigte, dass keiner der untersuchten 
Polymorphismen, die eine Erhöhung der Transkriptionsaktivität bewirken, signifikant 
mit dem Auftreten von Dissektionen der cervikalen Gefäße assoziiert werden kann.  
Somit können diese Polymorphismen nicht als Marker zum Nachweis einer erhöhten 
Wahrscheinlichkeit für eine Dissketion in der Prävention eingesetzt werden. Auf Grund 
des kleinen Untersuchungskollektives ist diese Aussage jedoch nur eingeschränkt 
gültig. 
Jedoch fiel bei der Untersuchung der  Polymorphismen auf MMP-1, MMP-9, MMP-12 
sowie des CA-Mikrosatellit-Polymorphismus auf MMP-9 eine Verschiebung in 
Richtung der Allele mit niedriger Transkriptionsaktivität in der Patientengruppe auf. 
Auch diese Ergebnisse waren im Rahmen der untersuchten Gruppe nicht signifikant. 
Um diese Tendenz zu verifizieren, wäre die Untersuchung größerer Patienten- und 
Kontrollkollektive erforderlich. Auf Grund der Seltenheit des Krankheitsbildes können 
nur größere Kooperationen mehrerer Gruppen statistisch sichere Ergebnisse liefern. 
Desweiteren sind insbesondere auch morphologische Untersuchungen der MMP-
Konzentrationen in der Gefäßwand notwendig. 
Zudem  sind auch andere Effektoren der Matrixmetalloproteinasen zu betrachten, die 
durch direkte und indirekte Interaktion die Aktivität der MMP beeinflussen. 
Die Gruppe der  Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP), welche die 
Inaktivierung der MMP steuern, bildet eine interessante Gruppe von Enzymen, deren 
Aktivität ebenfalls durch Polymorphismen beeinflusst werden könnte.  
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Die weitere Untersuchung genetischer Polymorphismen als Faktoren in der Entstehung 
von Dissektionen kann zur Identifizierung von Risikofaktoren und damit neuen 
Möglichkeiten in Prävention und Therapie führen. 
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6 Anhang 
6.1 Tabellen 
6.1.1 MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus: Genotypen 
Tab. 6.1Auswertung Genotypenverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus 
15 50 22 87
17,2% 57,5% 25,3% 100,0%
21 34 15 70
30,0% 48,6% 21,4% 100,0%
36 84 37 157
22,9% 53,5% 23,6% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
1G/1G 1G/2G 2G/2G
MMP9 -1562 Genotyp
Total
 
Tab. 6.2 Statistische Auswertung Genotypenverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-
Polymorphismus 
3,573a 2 ,168
3,559 2 ,169
157
Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 16,05.
a. 
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6.1.2 MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus: Allele 
Tab. 6.3 Auswertung Allelverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus  
80 94 174
46,0% 54,0% 100,0%
76 64 140
54,3% 45,7% 100,0%
156 158 314
49,7% 50,3% 100,0%
N
%
N
%
N
%
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
1G 2G
MMP1  Allele
Total
 
Tab. 6.4 Statistische Auswertung Allelverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus 
2,142b 1 ,143
1,823 1 ,177
2,145 1 ,143
314
Pearson Chi-Square
Continuity Correction a
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
Computed only for a 2x2 tablea. 
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 69,55.
b. 
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Abb. 6.1 Genotypenverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus 
MMP1 Allele
2G1G
P
ro
ze
nt
60
50
40
30
20
10
0
Kontrollen
Patienten
 
Abb. 6.2 Allelverteilung MMP-1 1G/2 Insertions-Deletions-Polymorphismus 
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6.1.3 MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus: Genotypen 
Tab. 6.5 Auswertung Genotypenverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
19 21 47 87
21,8% 24,1% 54,0% 100,0%
20 16 34 70
28,6% 22,9% 48,6% 100,0%
39 37 81 157
24,8% 23,6% 51,6% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
5A/5A 6A/6A 5A/6A
MMP3 Genotyp
Total
 
Tab. 6.6 Statistische Auswertung Genotypenverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-
Polymorphismus 
,958a 2 ,619
,954 2 ,620
157
Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 16,50.
a. 
 
6.1.4 MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus: Allele 
Tab. 6.7 Auswertung Allelverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
85 89 174
48,9% 51,1% 100,0%
74 66 140
52,9% 47,1% 100,0%
159 155 314
50,6% 49,4% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
5A 6A
MMP3 5A/6A
Total
 
Tab. 6.8 Statistische Auswertung  Allelverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
,498b 1 ,480
,351 1 ,554
,498 1 ,480
314
Pearson Chi-Square
Continuity Correction a
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
Computed only for a 2x2 tablea. 
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 69,11.
b. 
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Abb. 6.3 Genotypenverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
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Abb. 6.4 Allelverteilung MMP-3 5A/6A Insertions-Deletions-Polymorphismus 
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6.1.5 MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus: Genotypen 
Tab. 6.9 Auswertung Genotypenverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
59 27 1 87
67,8% 31,0% 1,1% 100,0%
50 20 70
71,4% 28,6% 100,0%
109 47 1 157
69,4% 29,9% ,6% 100,0%
Count
% within PAT_KON
Count
% within PAT_KON
Count
% within PAT_KON
Kontrollen
Patienten
PAT_KON
Total
C/C C/T T/T
HOMO1562
Total
 
Tab. 6.10 Statistische Auswertung Genotypenverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
,956a 2 ,620
1,332 2 ,514
157
Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is ,45.
a. 
 
6.1.6 MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus: Allele 
Tab. 6.11 Auswertung Allelverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
145 29 174
83,3% 16,7% 100,0%
120 20 140
85,7% 14,3% 100,0%
265 49 314
84,4% 15,6% 100,0%
Count
% within PAT_KON
Count
% within PAT_KON
Count
% within PAT_KON
Kontrollen
Patienten
PAT_KON
Total
C T
MMP9_156
Total
 
Tab. 6.12 Statistische Auswertung Allelverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
,334b 1 ,563
,178 1 ,673
,336 1 ,562
314
Pearson Chi-Square
Continuity Correction a
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
Computed only for a 2x2 tablea. 
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 21,85.
b. 
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Abb. 6.5 Genotypenverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
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Abb. 6.6 Allelverteilung MMP-9 C/T Single-Nucleotid-Polymorphismus 
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6.1.7 MMP-9 CA-Repeat-Mikrosatellitpolymorphismus 
Tab. 6.13 Auswertung MMP-9 CA-Repeat-Mikrosatellitpolymorphismus 
1 1
,7% ,3%
2 5 7
1,1% 3,6% 2,2%
96 67 163
55,2% 47,9% 51,9%
6 3 9
3,4% 2,1% 2,9%
1 1
,7% ,3%
2 4 6
1,1% 2,9% 1,9%
1 5 6
,6% 3,6% 1,9%
19 23 42
10,9% 16,4% 13,4%
26 20 46
14,9% 14,3% 14,6%
19 10 29
10,9% 7,1% 9,2%
3 1 4
1,7% ,7% 1,3%
174 140 314
100,0% 100,0% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
12CA
13CA
14CA
15CA
16CA
19CA
20CA
21CA
22CA
23CA
24CA
MMP9
Anzahl der
CA-repeats
Total
Kontrollen Patienten
Pat/Kon
Total
 
 
 
Tab. 6.14 Statistische Auswertung MMP-9 CA-Repeat-Mikrosatellitpolymorphismus 
14,220a 10 ,163
15,262 10 ,123
314
Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
14 cells (63,6%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is ,45.
a. 
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Abb. 6.7 Allelverteilung MMP-9 CA-Repeat-Mikrosatellitpolymorphismus 
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6.1.8 MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus: Genotypen 
Tab. 6.15 Auswertung Genotypenverteilung MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
72 14 1 87
82,8% 16,1% 1,1% 100,0%
48 22 70
68,6% 31,4% 100,0%
120 36 1 157
76,4% 22,9% ,6% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
A/A A/G G/G
MMP12 Genotyp
Total
 
Tab. 6.16 Statistische Auswertung Genotypenverteilung MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
5,805a 2 ,055
6,167 2 ,046
157
Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is ,45.
a. 
 
6.1.9 MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus: Allele 
Tab. 6.17 Auswertung Allelverteilung MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
158 16 174
90,8% 9,2% 100,0%
118 22 140
84,3% 15,7% 100,0%
276 38 314
87,9% 12,1% 100,0%
N
Prozent
N
Prozent
N
Prozent
Kontrollen
Patienten
Pat/Kon
Total
A G
MMP12 Allele
Total
 
Tab. 6.18 Statistische Auswertung Allelverteilung MMP12 
3,099b 1 ,078
2,517 1 ,113
3,080 1 ,079
314
Pearson Chi-Square
Continuity Correction a
Likelihood Ratio
N of Valid Cases
Value df
Asymp. Sig.
(2-sided)
Computed only for a 2x2 tablea. 
0 cells (,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 16,94.
b. 
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Abb. 6.8 Genotypenverteilung MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
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Abb. 6.9 Allelverteilung MMP-12 A/G Single-Nucleotid-Polymorphismus 
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6.3 Firmen
Tab. 6.19 Verwendete Geräte und Chemikalien 
PCR Maschine Biometra MWG Biotech 
Sequenzer Applied Biosystens ABI PRISM 310 
Lightcycler Roche 
DNA-Aufreinigung Qiagen Quiamp DNA Blood Mini Kit 
Chemikalien  
MgCl Merck 
Taq-Polymerase Applied Biosystems Ampli Taq Gold 
dNTP peqLab 
PCR Puffer Applied Biosystems 
PCR Längenstandard PeqLab Gold 100bp Leiter Plus 
Ethanol Merck 
Gene Scan® Zubehör Applied Biosystems 
Tamra Applied Biosystems 
Lightcycler® Zubehör Roche 
Sonde TIBMOLBiol 
Anker TIBMOLBiol 
TAE Merck 
Leiter PeqLab Gold 100bp Leiter Plus 
Gel Star Biozym 
Ethidiumbromid Merck 
Agarose Sigma 
Formamid Fuka 
Statistiksoftware SPSS 11.0 Student Version 
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6.4 Abkürzungsverzeichnis 
A Adenin 
Abb. Abbildung 
AL Lysepuffer 
AW 1+2 Waschpuffer 
C  Cytosin 
ddNTP Dideoxynukleosidtriphosphat 
Del./Ins. Deletions-Insertions-Polymorphismus 
DNS Desoxyribonucleinsäure 
dNTP Deoxynukleosidtriphosphat 
DSA Digitale Substraktionsangiographie 
EB Elutions-Puffer 
EDTA Ethyldiamintetraacetat 
G Guanin 
MgCl Magnesiumchlorid 
MMP Matrixmetalloproteinase 
PCR Polymerasekettenreaktion 
Pmol Picco-Mol 
SNP Single Nucleotid Polymorphismus 
T Thymin 
Tab. Tabelle 
Taq Thermophilus aquaticus 
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases 
U Units 
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